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Notiz tiber den EinfluB von Geschlecht und Alter 
auf das Leberglykogen, Muskelglykogen und die Alkalireserve 
bei hungernden Ratten. 
Von 
R. Stéhr. 





(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1932.) 


Zur Entscheidung der Frage iiber Veriinderungen im Glykogen- 
gehalt der Leber und des Muskels unter den verschiedensten Be- 
dingungen sind in den letzten Jahren von zahlreichen Forschern 
weiBe Ratten als geeignete Versuchstiere erkannt und verwendet 
worden. Auf Grund unsrer eigenen Erfahrungen mit diesen Tieren 
méchten wir speziell auf einige Unterschiede im Leberglykogen 
bei hungernden Ratten aufmerksam machen, die durch das Alter 
und das Geschlecht der Tiere bedingt sind, und hierbei auch die 
Frage des Muskelglykogens und der Alkalireserve bei jungen 
minnlichen und weiblichen Ratten kurz streifen. Wir glauben 
eine diesbeziigliche Mitteilung mit Riicksicht auf die Bedeutung 
der Ratten fiir die allgemeine Stoffwechselchemie motivieren zu 
kénnen, da in der Literatur Angaben in dieser Hinsicht nicht 
vorliegen und gerade die Verhiiltnisse beim Leberglykogen uns 
geeignet erscheinen, um unter Umstiinden zu Irrtiimern und Fehl- 
schliissen AnlaB zu geben. Unsere Angaben erstrecken sich auf 
weiBe und scheckige Ratten, nachdem zwischen diesen beiden 
Tiergattungen diesbeziiglich keine prinzipiellen Unterschiede he- 
stehen. 


A. Leberglykogen. Lift man junge miannliche Ratten, die 
7—10 Wochen alt sind, 24—32 Stunden hungern, so findet man 
im Durchschnitt einen Glykogengehalt zwischen 0,15—0,2 g-°/, pro 
100 g Leber; hingegen zeigen weibliche Ratten von demselben 
Alter bei analogen Versuchen eine viel weitergehende Glykogen- 
verarmung (0,01—0,05 g-°/, pro 100g Leber); bei ilteren miinn- 
lichen Ratten findet man vielfach Werte, die unter 0,1 g-°/, liegen; 
gerade umgekehrt sind mit zunehmendem Alter die Verhiiltnisse 
bei weiblichen Ratten; so betrug bei 12—15 Wochen alten 
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Tieren der Glykogengehalt in der Leber im Mittel schon 0,132 g-°/, 
und bei noch ilteren Tieren sogar 0,451 g-°/,.. Aus diesem Grunde 
miissen iiltere weibliche Tiere unbedingt von allen Versuchen aus- 
geschlossen werden, in denen iiber Fragen der Glukoneogenie in 
der Leber entschieden werden soll.*) 


Die starken Differenzen im Leberglykogen bei jungen minnlichen und 
weiblichen atten diirften erst durch das lingere Fasten entstehen, denn 
Greisheimer und Johnson’) fanden bei Ratten verschiedenen Geschlechtes 
uach zweistiindigem Hungern keine Unterschiede im Glykogengehalt der 
Leber. Wir bringen zum Vergleich einige Zahlen von Cori’), der ein sehr 
groBes und auch einheitliches Tiermaterial untersucht hat: Leberglykogen 
bei jungen miinnlichen Ratten nach 24 stiindigem Fasten 0,1, 0,16 und 
0,2 g-°/, pro 100 g Leber. 

B. Muskelglykogen und Alkalireserve. Die Bestimmung des 
Muskelglykogens und der Alkalireserve ergab bei hungernden 
miinnlichen Ratten im allgemeinen etwas héhere Werte als bei 
weiblichen Tieren; so fanden wir bei minnlichen Ratten fir 
das Muskelglykogen im Durchschnitt 0,122 g-°/, pro 100 g Koérper- 
gewicht und eine Alkalireserve von 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma; 
die entsprechenden Zahlen bei jungen weiblichen Tieren betrugen 
0,102 g-°/, und 57,7 cem. Die Alkalireserve war bei minnlichen 
und weiblichen Ratten sehr konstant und schwankte nur innerhalb 
enger Grenzen. 

Cori’) fand bei verschiedenen Tierserien junger minnlicher Ratten 
fiir das Muskelglykogen 0,128 und 0,132 g-°/, pro 100 g Kérpergewicht; 
Hawkins’), der bei einer groBen Anzahl von Ratten die Alkalireserve 


bestimmt hatte, machte leider keine Angaben iiber das Geschlecht der ver- 
wendeten Tiere; nach ihm betrug die Alkalireserve im Durchschnitt 56,7 ccm. 


Experimenteller Teil. 


Die Untersuchungen tiber das Leberglykogen, Muskelglykogen und 
die Alkalireserve bei hungernden miannlichen und weiblichen Ratten wurden 
mit Ausnahme der Versuche an den ganz alten Tieren nur an solchem 
Tiermaterial durchgefiihrt, welches unsrer eigenen Zucht entstammte und 
daher unter vollig gleichen Erniihrungsbedingungen aufgewachsen war. Die 
Ratten lebten — Minnchen und Weibchen getrennt — in geriiumigen Kiifigen 
und waren stets sehr reichlich mit Futter versehen; dasselbe bestand aus 
weibem Brot, frischem Gemiise (Salat), Fleischabfillen und Mais; fiir die 
Versuche isolierten wir die Tiere einzeln in Stoffwechselkifigen; Temperatur- 
schwankungen wurden durch eine Heizvorrichtung méglichst vermieden; 
da die hier besprochenen Ratten zum Teil als Kontrolltiere bei anderen 


*) Wir méchten an dieser Stelle ausdriicklich erwihnen, daB wir bei 
unseren siimtlichen friiheren Arbeiten, bei denen wir weibliche Ratten ver- 
wendet haben, nur junge Tiere in die Versuche eingestellt haben. 
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Untersuchungen dienten, so erhielten alle im Interesse gleicher Versuchs- 
bedingungen 3 Stunden vor der Tétung 2—2,5 cem Wasser mit Hilfe einer 
Magensonde eingefiihrt; die Tétung (Durchtrennung der Halswirbel) erfolgte 
mit Riicksicht auf die von Agren‘) beobachteten periodischen Tages- 
schwankungen im Leberglykogen immer zur selben Tageszeit (zwischen 
11 und 1 Uhr mittags); beziiglich der Bestimmung des Leberglykogens, des 
Muskelglykogens und der Alkalireserve verweisen wir auf unsere friiheren 
Mitteilungen.) Fiir die Berechnung des Muskelglykogens wurde das Gewicht 
des entbluteten Tieres nach Entfernung des Magen-Darmtraktes als Be- 
rechnungsbasis genommen. 

Die anschlieBenden Tab. I, II und III geben die Versuche wieder; 
Tab. I und II zeigt den EinfluB des Alters auf das Leberglykogen bei 
hungernden miinnlichen und weiblichen Ratten; der Blutzucker war bei 
allen Tieren durchweg normal; Tab. III enthilt die entsprechenden Werte 
fiir die Alkalireserve und das Muskelglykogen. 


Tabelle I. 
EinfluB des Alters auf den Glykogengehalt der Leber 
bei hungernden maénnlichen Ratten. 




















EISELE] s | £4 
sla lfel es] ¢ | s 
elei25!12] 2 | Bw 
=i/S/s7] 3 = m0 Anmerkungen 
si Sles|/ 2] a ] gs 
A S$ 2 g z ” ci ~ 

Ss |Ct os Ss 

fon — 
rw. - u g |jmg-%/o) g-°/o a pees 
] 109 | 25 | 104 | 0,172 
2 112 | 20 100 | 0,206 Ratten Nr. 1—6: junge Tiere, die 
3 107 | 22 98 | 0,065 || 32 Stunden gehungert haben (analy- 
4 104 | 21 83 | 0,154 siert: November 1931). 
5 97 | 19 81 | 0,355 Alter: 7—8 Wochen. 
6 103 | 21 92 | 0,227 

Mittel: 0,196 
7} 3] 154] 16 94 | 0,146 
: : = =. | oo Ratten Nr. 7—13: junge Tiere, die 
9) 7] 163) 15 90 | 0,042 24 Stunden gehungert haben (anal 
10} 8] 180] 14 | 101 | 0,262 | ) a ae y- 
vs ? siert: Februar 1932). 

11 | 20) 181 | 15 pes 0,293 Alter: 8—10 Wochen. 
12 | 37 | 149] 17 71 | 0,068 ° ; 
13} 40] 151] 16 | 71 | 0,124 |’ 


Mittel: 0,171 
Ratten Nr. 14—16: alte Tiere, die 


Me a aes yi 32 Stunden gehungert haben (analy- 
16 3021 13 | — | oogs siert: Oktober 1931). 


Alter: unbestimmt. 


Ratten Nr. 17—18: alte Tiere, die 
17 | 46 | 189 | 15 91 0,063 24 Stunden gehungert haben (analy- 
18 | 77 | 249 | 20 —- 0,044 siert: Marz, April 1932). 

Alter: unbestimmt. 
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Tabelle IL. 


EinfluB des Alters auf den Glykogengehalt der Leber bei hungernden 
weiblichen Ratten. 





Nummer 
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~ —_ he 
sleel 2a]. | g2 
= 2 }O — i) oO © 
a fa] 5 “4 | oH 
s ies] 2 5 > 00 
A eal 4 = 2S Anmerkungen 
“2 )oR)/ EF] mA] Ss. 
sf -1@ a= 
alg g |mg-°/o| mg-°/, 
157 | 22 90 | 0,023 
139 | 16 88 | 0,183 Ratten Nr. 1—6: junge Tiere, die 
150 | 16 | 105 | 0,060 32 Stunden gehungert haben (analy- 
147 | 23 79 | 0,008 siert: November 1931). 
136 | 24 | 100 | 0,026 Alter 8—9 Wochen. 
146 | 22 82 | 0,005 
Mittel: 0,051 
1] 148 | 17 — 0,015 | \ 
2] 156] 19 — 0,039 
15] 173 | 13 103 | 0,023 Ratten Nr. 7—14: junge Tiere. die 
16] 180 | 14 90 | 0,005 24 Stunden gehungert haben (analy- 
17} 169 | 18 — 0,018 siert: Februar 1932). 
18} 189 | 12 | 102 | 0,003 Alter: 9—10 Wochen. 
38] 143 ] 16 70 | 0,009 
39} 154 | 13 84 | 0,020 | ’ 
Mittel: 0,016 
a aoe - 4 aaa Ratten Nr. 15—19: altere Tiere, die 
157 186 13 37 | 0] 53 24 Stunden gehungert haben (analy- 
158 163 | 14 84 0.138 siert: April, Juni 1932). 
1591 177 | 13 9] 0;340 Alter: 12—15 Wochen. 
Mittel: 0,132 
907 ~ 
Me ni = “4 neon Ratten Nr. 20—24: alte Tiere, die 
99 9] g/ 10 98 0509 24 Stunden gehungert haben (analy- 
231 218 | 19 | 100 0.460 siert: Februar 1932). 
O4 238 8 93 | 0219 Alter unbestimmt. 
Mittel: 0,451 
Zusammenfassung. 


Der Glykogengehalt der Leber ist bei hungernden minnlichen 
und weiblichen Ratten vom Alter mehr oder minder stark abhingig; 
speziell die Verhiiltnisse bei weiblichen Ratten mahnen zur Vorsicht 
bei Entscheidungen iiber Fragen der Glukoneogenie. 
Bei weiblichen Ratten ist die Alkalireserve und das Muskel- 
glykogen etwas niedriger als bei miinnlichen Tieren. 
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Tabelle LI. 


Muskelglykogen und Alkalireserve bei jungen miannlichen und weiblichen 
Ratten, die 24 Stunden gehungert haben. 
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Madals 
ba _ glykogen 
& | Proto- | Korper-| 7, 100g] PtOt- | Alkali- 
= koll- ge- Kérper- | Koll- nee Anmerkungen 
7 nummer] wicht*) | gewicht*)|nummer] _ 
g g-°/5 ecm 
] 3 130 0. 097 4 61,4 
2 4 141 0,124 5 62,4 
3 5 161 0,128 6 59,5 
+ 6 182 0,147 7 57,6 Ratten Nr. 1—8: junge 
: mi ~ peeing Pe Pe mannliche Tiere 
) “ ve ; 05, 
7 37 125 0,100 40 57,6 
8 40 128 | 0,131 
Mittel: 0,122 09,5 
4) 1 125 0,106 l 60,5 
10 15 150 0,108 2 60.5 
a - oh po pies Ratten Nr. 9—15: junge 
13 38 123 0,100 17 54.0 weibliche Tiere 
14 39 130 0,113 18 57,8 
15 39 55,7 
Mittel: 0,102 a0,¢ 











a See — = Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung 
des Magens und Darmes. 
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Nachweis organischer Phosphorverbindungen 
sowie einer Phosphatase in der Milchdriise. 
Von 
Walter Borst. 

Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Universitits-Kinderklinik Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1932.) 


Unter den zahlreichen biologischen Phosphorsiiureestern kann 
die Adenylsiiure deshalb eine erhéhte Beachtung beanspruchen, weil 
sie neben ihren Eigenschaften als Titigkeitssubstanz des Muskels 
auch eine starke pharmakologische Wirksamkeit besitzt. Bei den 
Untersuchungen iiber die Phosphorverbindungen der Milch miBt 
Hochheimer?) der Auftindung dieser Substanz in der natiirlichen 
Siiuglingsnahrung besondere Bedeutung bei. Dabei war die Frage 
entstanden, ob das Vorkommen der Adenylsiiure in der Milch nur 
auf sekretorischen und Diffusionsvorgiingen beruht, ob sie also dem 


Kreislauf entstammt oder ob etwa — wie dies vom Lactacidogen 
der Milch noch viel wahrscheinlicher ist — synthetische Kigen- 


schaften der Milchdriise mit im Spicle sind. Uber Versuche mit 
iiberlebendem Driisengewebe in vitro einen Aufbau organischer 
Phosphorverbindungen zu erzwingen, wie ihn Embden und Mit- 
arbeiter mit der Muskulatur erzielten*), wird in der nachfolgenden 
Arbeit berichtet. Wir haben uns mit der Feststellung begniigt, 
ob in der Michdriisensubstanz selber Adenosinphosphorsiiure zu 
tinden ist. 


Orientierende Vorversuche bezogen sich zuniichst auf die Feststellung 
organisch gebundenen Phosphors im Driisengewebe. Die Untersuchungen 
wurden ausschlieBlich an Kuhorganen vorgenommen. Unmittelbar (spiitestens 
5 Minuten) nach der Schlachtung wurde ein fettfreies Stiick Euter ent- 
nommen, sofort durch eine gekiihlte Fleischhackmaschine getrieben und in 
eisgekiihlter 4°/, iger Salzsiure aufgefangen. Die genannte Siiurekonzentration 

') Zeitschr. f. Kdh. 52 (1932). 

2) G. Embden, Chemismus der Muskelkontraktion und Chemie der 
Muskulatur i. Handb. d. normalen u. pathol. Physiologie VIII, 8. 369 ff. 
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verhindert jeden fermentativen Abbau organischer P-Kérper, wie aus der 
Muskelphysiologie bekannt ist und wovon wir uns in erneuten Kontroll- 
versuchen iiberzeugten. In gleichen Mengen der Suspensionstliissigkeit, die 
nach Schenck mit Quecksilberchlorid enteiweiBt wurde, geschahen alsdann 
die vergleichenden Phosphorbestimmungen durch sofortige Fillung mit dem 
Embdenschen Strychninmolybdinsiiurereagens. Es wurde dadurch der 
direkt bestimmbare“, auBerdem durch vorhergehende Veraschung und 
anschlieBende Fiillung der ,,totale“ Phosphoranteil ermittelt. 


In siimtlichen, jeweils in Doppelbestimmungen ausgefiihrten 
Analysen war das Uberwiegen der Phosphormenge nach der 
Veraschung iiber die unveraschte Gegenprobe sehr deutlich. Der 
direkt bestimmbare P betrug in Hundertteilen des totalen P aus- 
gedriickt 85,15; 85,4; 86,69; 81,72; 94,64; 90,72; 79,32; 88,65. 

Waren nun die eben mitgeteilten Ergebnisse siimtlich an tiitigen 
Driisen gewonnen, so war es nicht unwichtig, auch nichtlactierendes 
Gewebe in dieser Richtung zu priifen. Dabei sei erwihnt, dab 
ein ordentlich ausgemolkenes Euter nach der Schlachtung Milch 
und ebenso auch Blut nur in Mengen enthilt, deren Gehalt an 
den gesuchten Substanzen unsere Ergebnisse so gut wie nicht 
beeinfluBt. 

Von vornherein konnte damit gerechnet werden, daf das 
ruhende Kuter, dessen spezifisches Gewebe mengenmiiBig ein- 
geschriinkt ist und funktionell vollkommen auber Betrieb steht, 
weitaus weniger Phosphorverbindungen enthalten wiirde, besonders 
im Hinblick auf die Vermutung von Hochheimer (a. a. O.), der 
im Lactacidogen der Milch ein Zwischenprodukt der Milchzucker- 
synthese der Driise erblickt. Freilich muf ein verstiirkter Aufbau 
nicht zwangsliufig mit einer Vermehrung von Zwischenprodukten 
verkniipft sein. Es kénnte erhéhte Synthese ja auch ebenso gut 
durch Beschleunigung des Reaktionsablaufes geschehen, es wiirde 
dann folglich das Zwischenprodukt jeweils uur kiirzer bestehen 
und in der Zeiteinheit nur eine geringere Menge fabbar sein. 

Ehe wir zur Untersuchung untiitiger Driisen iibergingen, 
hatten wir Gelegenheit, das Kuter einer triichtigen Kuh zu ver- 
arbeiten. Das an diesem Substrat erhaltene Ergebnis hat gezeigt, 
daB sich in der Driise eines triichtigen Organismus eine verhiiltnis- 
miBig weitaus gréfere Menge organischer Phosphorverbindungen 
findet als im lactierenden Gewebe. 

Die Untersuchung eines virginellen, nicht lactierenden Kuters 
endlich ergab die tiberraschende Tatsache, daf die bisher untiitige 
Milchdriise anteilmiiBig ein Vielfaches an organischen Phosphor- 
verbindungen gegeniiber der lactierenden besitzt, ja daB iiber die 
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Hiltte des ganzen Phosphorvorrates organisch gebunden ist, bei 
der lactierenden dagegen nur etwa 1/,. Die Driise eines graviden 
Kérpers nimmt eine Mittelstellung zwischen beiden ein. Es fehlte 
jetzt nur noch die Entscheidung, ob der eben festgestellte Reichtum 
an organischen Phosphorkérpern einer ruhenden Driise dem einer 
lactierenden stets itiberlegen ist, unabhiingig davon, ob es sich um 
ein noch nie tiitiges virginelles oder um ein nicht mehr sezernie- 
rendes, seniles Organ handelt. Die an einem senilen Euter 
angestellten Analysen hatten das Ergebnis, daB eine alte, nicht 
mehr lactierende Driise am wenigsten Phosphor enthilt. Um zu 
ganz exakten Schliissen zu kommen, miifte man die Driise ein 
und desselben Tieres zu den in Frage stehenden Perioden unter- 
suchen. Da ein solches Vorgehen nicht méglich ist, sind wir 
auf den Vergleich zwischen verschiedenen, in den entsprechen- 
den Funktionsstadien betindlichen Individuen angewiesen. Daraus 
libt sich tolgendes, in Tab. 1 iibersichtlich dargestelltes Gesamtbild 
gewlnnen: 
Tabelle 1. 
a) Driise einer triichtigen Kuh, b) virginelles, nicht lactierendes Euter, 
c) seniles, nicht lactierendes Euter. 
mg P in aliquoten Teilen der Schenckfiltrate. 








Direkt bestimmbar | Nach Veraschung best.| °/, Total-P direkt best. 











0,551 0,864 63,7 











a) 
b) 0,271 0,616 43,9 
Cc) 0,647 0,681 94,9 


Das Verhiltnis von organischem zu anorganischem Phosphor 
— denn um solchen handelt es sich ja gréBtenteils in der direkt 
bestimmbaren Fraktion — ist in Abhiingigkeit des Lebens- und 
Funktionsalters groBen Unterschieden unterworfen. Wihrend 
nimlich nahezu 60°/, des gesamten Phosphates in der Driise eines 
jungfriiulichen Individuums organisch gebunden sind, sinkt dieser 
Anteil in der Schwangerschaft stark ab und betriigt in der Lactations- 
zeit héchstens noch 20°/,. Die niedrigsten Grade finden sich im 
Senium. 

Es war bei unserm Schlachthausmaterial nicht méglich, Auf- 
schluB iiber die vorausgegangene Geburtenzahl zu gewinnen. Indessen 
diirften die zahlreichen untersuchten lactierenden Kuter ein geniigend 
mannigfaltiges Material abgeben und somit zeigen, daB der Einflub 
vorausgegangener Geburten auf den gesuchten Phosphatquotienten 
nicht grob ist. 
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Noch geschlechtsfunktionstiichtige, aber weder lactierende noch 
triichtige Tiere erscheinen offenbar iuBerst selten auf dem Markt. 
Es gelang uns nur in einem einzigen Fall, das nicht lactierende 
Euter einer Kuh zu untersuchen, die erst zweimal gekalbt hatte. 
Dabei ergab sich, daB 47,5°/, des gesamten Phosphors organisch 
gebunden waren. Ks ist natiirlich gewagt, aus diesem Kinzelergebnis 
sichere Schliisse zu ziehen, in Sonderheit, da diese sehr weittragend 
sein wiirden. Man miibte niimlich annehmen, dab tatsiichlich der 
wihrend der Milchsekretion verminderte Vorrat an organischen 
Phosphaten sich bis zur niichsten Lactation wieder ergiinzt und 
man wire gezwungen, in der Mamma, wenn die sekretorische Funk- 
tion ruht, auch eine speichernde Eigenschaft zu suchen. 


Darstellung von Adenylsaure. 

Aus diesen Vorversuchen ergab sich eindeutig, da die nicht 
lactierende, virginelle Driise das ergiebigste Material abgeben 
mute fiir den Versuch, die Adenosinphosphorsiiure in Substanz 
zu isolieren. 

Zu diesem Zweck wurden 10 kg nicht lactierenden Euters sofort nach 
der Schlachtung der Kuh rasch durch eine Fleischhackmaschine getrieben 
und in kalter, 4°/,iger Salzsiiure aufgefangen. Die weitere Verarbeitung 
geschah analog der Aufarbeitung von Muskulatur durch Embden und 
Zimmermann!), Es wurde die Eiweiffillung nach Schenck vorgenommen. 
Nach der Entfernung des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff und dessen 
Ausliiftung erfolgte die Kupferkalkfillung. Der abgenutschte Niederschlag 
wurde mit 25°/,iger Schwefelsiiure zersetzt. Schon nach der ersten Fiillung 
haben wir das Kupfer mit Schwefelwasserstoff und alsdann die Schwefel- 
siiure mit Baryt entfernt und anschlieBend die Bleizuckerfillung vorgenommen. 
Nun folgte die Entfernung der organischen Phosphate und das exakte Auf- 
suchen des Mulderschen Punktes. Die im Vakuum bei héchstens 40° auf 
ein kleines Volumen eingeengte Fliissigkeit wurde hierauf mit Aceton versetzt. 
Wir erhielten hierbei eine ziemlich reichliche Ausfiillung, die jedoch selbst 
bei tagelangem Stehen im Eisschrank nicht zu schéner Krystallisation ge- 
langte. Nach dem Trocknen blieb eine schwach gelb gefirbte amorphe, 
nicht hygroskopische Masse zuriick. Bei weiteren Reinigungsprozessen 
biiBten wir jeweils sehr viel Substanz ein. Um fiir nachfolgende Versuche 
geniigend Material zu behalten, begniigten wir uns mit der Feststellung, daB 
die erhaltene Substanz keine Zuckerreduktionsprobe, wohl aber die Orcin- 
reaktion auf Pentosen zeigte, keinen direkt, aber nach Siurehydrolyse nach- 
weisbaren Phosphor enthielt und einen unscharfen Schmelzpunkt von etwa 160° 
hatte. Wir glaubten daher Adenosinphosphorsiiure, wenn auch nicht in 
analysenreiner Form, in Hiinden zu haben. 


Mit einem hohen Grade von Wahrscheinlichkeit kann dem- 
nach das Vorhandensein von Adenylsiiure in der Milchdriisen- 





1) Diese Z. 167, 116 (1927). 
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substanz selber als erwiesen gelten. Dieser Befund erscheint 
— vom Hinweis auf die Vorversuche abgesehen — verwunderlich. 
In einem vollkommen funktionslosen Organ, dessen Zellstoffwechsel 
ohne Zweitel sehr gering ist und das andernteils anatomisch so 
ganz jede Speicherungsvorrichtung vermissen liBt, eine immerhin 
nicht nebensiichliche Menge einer so wirksamen Substanz zu 
finden, konnte nicht erwartet werden. 


Nachweis von Phosphaten in der Milchdriise. 

Kntsprechend dem verbreiteten Gehalt des K6érpers an Fer- 
menten, welche auf die Spaltung organischer Phosphorverbindungen 
eingestellt sind, miibte auch damit gerechnet werden, dab die 
Milchdriise Phosphatasen besitzt, die auf die jetzt nachgewiesene 
Adenylsiiure gerichtet sind. Aus den Zahlen der folgenden Figuren 
geht hervor, dab in der Tat Adenosinphosphorsiiure durch iiber- 
lebendes Mammagewebe sehr stark zerlegt wird. Interessanter- 
weise ergeben sich hierbei auch Unterschiede zwischen lactierender 
und ruhender Driise. 

Verfahren. 


Die Organe wurden ebenfalls unmittelbar nach der Schlachtung ent- 
nommen und zum Versuch angesetzt, obwohl eine Abnahme der Fermentkraft 
bei der Alterung der Organe nicht zu befiirchten war, wovon uns auch 
eigene Kontrollversuche iiberzeugten. Von dem mit der Schere auf eisge- 
kiihlten Uhrschiilechen hergestellten Gewebsbrei wurden passende Anteile, 
etwa 0,5—1 g, in vorgewogene Schliffdeckelwiigeglischen gegeben. Von den 
zu einem Versuch gehdrenden Glischen war je eines mit einer 2°/, Na- 
bicarbonatlésung, ein anderes mit Bicarbonat und !/,°/, Adenyletare’ ) be- 
schickt. Ein weiteres enthielt nur Bicarbonat und Adenylsiure, aber kein 
Gewebe. Auf diese Weise konnte im ersten Gefif (Ansatz A) ermittelt 
werden, wieviel anorganisches Phosphat yom Driisenbrei an die Suspensions- 
fliissigkeit wiihrend der Versuchsdauer und bei dessen Temperatur abgegeben 
wurde. Die Summe dieser und in dem ohne Gewebe verbliebenen Ansatz (B) 
gefundenen P-Menge (Spontanabspaltung aus Adenylsiiure) wurde von dem 
im Ansatz C gefundenen Phosphorgehalt abgezogen. Das Plus verdankt 
seine Entstehung fermentativen Kriften des zugesetzten Gewebes. Da die 
Spontanabspaltung aus Adenylsiure keine wigbaren Mengen ergab, kann 
sie praktisch vernachlissigt werden und ist daher auch nicht in die graphischen 
Darstellungen aufgenommen. Siimtliche Ansiitze kamen fiir 4 Stunden in 
den Brutschrank bei 37°. Dann wurde nach dem Abkihlen die Suspensions- 
fliissigkeit mit Trichloressigsiiure enteiweift und nach dreimaligem Nach- 
waschen der direkt bestimmbare Phosphor nach Embden ermittelt. 


!) Sowohl die Fa. Merck, chem. Fabrik Darmstadt wie das Werk 
Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. stellten uns die erbetenen Mengen 
von Adenylsiiure zur Verfiigung, dafiir danken wir auch an dieser Stelle. 
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Ergebnisse. 
Die folgende Figur gibt Fermentversuche mit Euter der 4 
besprochenen Stadien wieder. ab. Went lect. 
seniles Euter. 
co) 
Lactierendes 2. Euter einer 3. Nicht lact. 4a. Nicht lact. 
Euter. traichtigen Kuh. virg. Euter. junges Euter. pry - bt 
| ae | 
108 23 20° 26g O25 10 G8 160 IB bar 
#¢ oe <€ AC e ¢ 
A. P-Spontan- 
abspaltung von Aus den Analysen liBt sich errechnen, dab 
Gewebe in der ea E 
po creer von dem als Adenylsiiure angebotenen organischen 
lssigkeit. ; i ¥ , 
c. Ferment- P von der Mengeneinheit abgespalten wurden: 


versuch. 
40,2°/, bei lactierendem Euter, 


48,6°/, bei dem Euter einer triichtigen Kuh, 
27,5°/, bei nicht lactierendem, virginellem Euter, 
26,9°/, bei nicht lactierendem, jungem Euter, 
23,9°/, bei nicht lactierendem, senilem Euter. 

Aus den Versuchen liBt sich die interessante Tatsache ableiten, 
dab die lactierenden Driisen, deren Gewebe, wie wir gefunden 
hatten, weniger organische Phosphate enthiilt, diesen Substanzen 
gegeniiber eine stiirkere Fermentkraft aufweisen, als untiitiges 
Gewebe, virginelles wie seniles, mit seinem relativ héheren Gehalt 
an P-Estern. Die Driise triichtiger Organismen verhiilt sich 
deutlich wie eine bereits lactierende. Nun kénnte man zwar 
daran denken, daf eben der geringere Bestand an P-Verbindungen 
die Folge der erhéhten Fermenttiitigkeit sei. Dann aber wiire 
schwer einzusehen, warum die ohnehin geringen Mengen organischen 
Phosphors nicht ganz abgebaut werden und ein kleiner Teil gegen 
die Fermente resistent sein soll. Vielleicht sammelt sich auber- 
halb der Lactationszeit doch ein gewisser Vorrat organischer Phos- 
phate an. Umgekehrt ruht die Fermenttiitigkeit in dieser Periode, 
kommt wiihrend der Graviditiit in Gang und hat in der Lactations- 
zeit ihren héchsten Wirkungsgrad. Ferner glauben wir, annehmen 
zu diirfen, daB die organischen Phosphate im Organismus mindestens 
z. Tl’. in einer fiir die Phosphatasen nicht angreifbaren Form vor- 
liegen. Dafiir spricht die liingst bekannte Beobachtung, dab Organe 
rhachitischer Individuen, deren Phosphateinlagerung in das Skelett 
mangclhaft erfolgt und deren anorganischer Blutphosphatspiege} 
erniedrigt ist, doch eine gegen die Norm erhéhte Phosphatasen- 
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wirkung aufweisen. Dafiir spricht weiter die Feststellung von 
Hochheimer, daB der Gehalt der Milch an Lactacidogen 
wie iiberhaupt an Phosphorsiiureestern selbst bei langerem Stehen 
nicht abnimmt, obwohl sich auch die Milch in vitro diesen Kérpern 
gegeniiber als fermentativ wirksam erweist. Und dafiir spriiche 
letzten Endes eben unsere Beobachtung, dai die untiitige Milch- 
driise, obwohl sie reichlich Phosphatasen enthilt, dennoch organische 
Phosphorverbindungen speichert. 

Niichst dem Gewebe des Organes, aus dem Adenylsiure isoliert 
werden konnte, interessiert dessen Sekret hinsichtlich des Ferment- 
gehaltes. Die eben erwihnten Verhiiltnisse fanden wir auch bei 
der Milch gegeniiber Adenylsiiure zutreffend. 

Von allen Organen konnte die stiirkste Phosphatasenwirkung 
segeniiber Adenylsiiure von der Niere erwartet werden. Eine 
Reihe von Arbeiten hat die starke Fermentkraft des Nierengewebes 
un verschiedenen Phosphorsiiure-Estern dargetan, in sehr ein- 
gehender Art und nach topographischen Gesichtspunkten jiingst 
auch eine solche von Gyérgy und Keller an Adenylsiiure.’) 
Unser Versuch, mit Hilfe von iiberlebendem Nierengewebe Adenyl- 
siiure zu zerlegen, wurde mit Rindensubstanz ausgefiihrt und hat 
sezeigt, dab dieses Gewebe sehr stark spaltet. 

Das gleiche Gewebe lieBen wir dann auch auf die von uns aus 
Milchdriise dargestellte Adenylsiure einwirken, mit dem Ergebnis, dab 
auch hier eine erhebliche Zunahme anorganischen Phosphates erfolgte. 

Weiterhin priiften wir auf ihren Fermentgehalt die quer- 
cestreitte, sowie die Herzmuskulatur, ferner Leber, Milz, Pankreas 
und Lymphdriisen. Es ergab sich, dai auch diese Gewebsarten 
Adenylsiiure spalten. Da wir auf den Wassergehalt der ver- 
schiedenen Gewebe keine Riicksicht genommen haben, und iiber- 
dies die Fermentkraft mit der Menge in keinem einfachen pro- 
portionalen Verhiltnis steht, méchten wir die quantitativen Unter- 
schiede nicht sehr eingehend auswerten, wenn auch in die 
Augen springt, daB Muskelgewebe viel weniger wirksam ist als 
driisige Organe. Nur das Pankreas spaltet unter diesen Adenyl- 
siure sehr wenig. 

Auch Gewebe, die keinen erkennbaren Zusammenhang mit 
dem Phosphatstoffwechsel besitzen und von denen folglich eine 
Phosphatasenwirkung nicht als naheliegend erwartet werden 
kann, zeigten deutliche Adenylsiiurespaltung. Wir untersuchten 
reines Bindegewebe (Netz), ferner Lunge und Riickenmark. 


'!) Biochem. Z. 238, 86 (1931). 
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Eher konnte eine Fermentwirkung wieder von einem melhr 
spezitischen Gewebe, wie dem des Ovars, erwartet werden. Auch die 
i deutliche Spaltung durch Magenschleimhaut ist nicht iiberraschend. 
f An Korperfliissigkeiten untersuchten wir auBer Milch auch 
Blut, Blutplasma und Speichel, ebenfalls mit positivem Erfolg. 
Zuletzt haben wir die schon friiher!) beobachteten Ferment- 
verhiltnisse von Knorpel, Knochen und der Epiphysenzone auch 
tir die Adenylsiiurespaltung wiederholt. 
Dabei ergab sich die gleiche Reihenfolge hinsichtlich der 
Fermentkraft, nur mit dem Unterschied, da8& Knochenkortikalis, 
die sich sonst auch am wenigsten wirksam zeigte, Adenylsiiure 
iiberhaupt nicht angreift; vielleicht ein Hinweis auf die Spezifitiit 
der Phosphatasen! 
Tabelle 2. 


Spaltung von Adenylsiure durch 1 g Gewebe oder Korpersiifte (4 Stdn., 37"). 

















A 

Art des Gewebes P-Spontanab- Fe well t 

oder Kérpersiifte. spaltung des ee 

Bowskes, versuch. 
ee 0,59 1,26 
) Nierenrinde. ...... 0,78 3,19 
Skelettmuskel . © . ... 1,30 1,54 
j Herzmuskel ....... 0,80 1,00 
7 Mi ae i ak ks 1,20 2,33 
Mg se ek ce Ke 0,80 1,68 
es koe ae we 8 0,91 1,21 
Lymphdriise ...:°... 0,75 1,99 
ss & a) als ce eo 0,10 0,38 
0 EE 0,35 1,52 
Riickenmark ..... . 0,47 1,36 
ae ee ae eee ee 0,44 1,35 
Magenschleimhaut . .. . 0,46 0,31 
Pa ee ee 0,08 0,13 
Blutplasma ....... 0,10 0,17 
a ee ee ee 0,18 0,26 
ae ee ee ee 0,59 0,94 
Knochenkortikalis . . . . 105,1 105,1 
Se ee ee 56,1 101,1 
Nierenrinde*) . .... . 0,83 2,85 


*) Hier wurde die von uns dargestellte Adenylsiiure zugesetzt. 


1) Robison, Biochemie. J. 17, 286 (1923): Robison u. Soames, 
ebenda 18, 740 (1924); Robison u. Kay, ebenda 18, 755 (1924). Demuth, 
Biochem. Z. 159, 415 (1925); 166, 162 (1925). Jiager, Zs. f. Khd. 44, 358 
(1927); Derselbe, Mtschr. f. Khd. 38, 65 (1928). Mai, Zs. f. Khd. 45, 653 
(1928). Gyérgy, Behandlung und Verhiitung der Rhachitis, Berlin 1929. 
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Zusammenfassung. 

1. Das Milchdriisengewebe enthilt organische Phosphorver- 
hindungen. Der relative Anteil ist am héchsten in der virginellen 
Driise; jene eines graviden Organismus enthiilt deutlich weniger; 
noch geringer ist der Gehalt eines lactierenden Organes, weitaus 
am kleinsten der einer senilen, nicht mehr sezernierenden Driise. 
Zwischen den Lactationsperioden scheint eine Anreicherung, d. i. 
eine Verschiebung der Phosphatquotienten, stattzutinden. 

2. Aus untiitigem Milchdriisengewebe wurde eine Substanz 
mit den Eigenschaften der Adenosinphosphorsiure dargestellt. 

3. Die Milchdriise enthilt ein aut die Phosphorabspaltung 
aus Adenylsiiure gerichtetes Ferment und zwar lactierende mehr 
als nichtlactierende. 

4. Das gleiche Ferment wurde nachgewiesen in Niere, Leber, 
Milz, Pankreas, Lymphdriisen, Skelettmuskel, Herzmuskel, Lunge, 
Magen, Netz, Riickenmark, Ovar, Knorpel, in der Epiphysenzone, 
im Blut, Plasma und Speichel. 


Dem Leiter des Laboratoriums, Herrn Dr. phil. et med. H. Mai 
sage ich auch hier fiir die vielfache Unterstiitzung und Anregung 
meinen besten Dank. 
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Uber Zerfall und Synthese organischer Phosphate 
in der Milchdriise. 


Von 
Walter Brenner. 
Mit 8 Figuren im Text. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1932.) 


Bei eingehenden Untersuchungen iiber den Auf- und Abbau 
von Phosphorsiiureestern unter der Wirkung von Organfermenten 
hat sich eine Reihe von Anionen finden lassen, deren Anwesen- 
heit den fermentativen Abbau der Phosphorsiiureester in ganz 
erheblichem MaBe verstiirkt und beschleunigt. Dabei ergab sich 
iibereinstimmend, dab diese Wirkung dieselben Ionen hervor- 
bringen, von denen eine wiederherstellende Wirkung gegeniiber 
einem durch isotonische Rohrzuckerlésung geliihmten Muskel 
schon bekannt war.') Anionen, welche die Rohrzuckerlihmung 
des Muskels nur weniger leicht aufhoben, erwiesen sich auch nur 
als geringgradig férdernd bei der fermentativen Zerlegung von 
Phosphorsiureestern. Ja Ionen, die iiberhaupt keine nennens- 
werte Wirkung auf den rohrzuckergelihmten Muskel ausiiben, 
hemmen die Esterspaltung oder bewirken sogar eine Synthese. 

Wenn es also gelingt, durch Auswahl bestimmter Salze Zer- 
fall und Synthese organischer Phosphorsiiureverbindungen kiinst- 
lich zu erzeugen, so liegt der SchluB sehr nahe, dab sich diese 
Vorgiinge auch im Organismus unter der Herrschaft dieser lonen 
vollziehen. Vor allem hiingt der Lactacidogenwechsel der Mus- 
kulatur — Zerfall und Synthese im Kontraktionsmoment bzw. in 
der Erholungsphase — fraglos auts engste mit der lonenver- 
schiebung bei der Muskeltiitigkeit zusammen. Damit scheint uns 
aber noch nicht ausgesprochen zu sein, dafB nicht in Organen, 
die keinen so kurzphasigen Chemismus besitzen, iihnliche Vor- 
giinge vielleicht in steter GleichmiiBigkeit ablaufen kénnten. 


1) Schwarz, C., Pfliigers Arch. 117, 161 (1907). 
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Die Auttindung von organischen Phosphorverbindungen in 
der Milch sowie im Milchdriisengewebe hat den Gedanken er- 
weckt, es kénne beim Milchzuckeraufbau ebenfalls ein inter- 
mediires Esterstadium durchlaufen werden. Damit wiire auch 
die Méglichkeit gegeben, an diesem Gewebe, dessen fermentative 
Abbaufihigkeit von Phosphorsiiureestern bereits von Borst (vgl. 
vorangehende Arbeit) erwiesen wurde, ebenfalls Zerfall hemmende 
oder gar Synthese begiinstigende EKigenschaften bestimmter Jonen 
zu beobachten. 

Aut Grund der Kenntnis, das Milchdriisengewebe besitze 
einerseits Phosphorsiiureester, andererseits Phosphatasen, war 
vorauszusehen, daf in iiberlebendem, isoliertem Gewebe ein Zer- 
fall der Phosphorsiureester, d.h. ein Anstieg anorganischer 
Phosphorsiiure statthabe. Die in der vorhergehenden Arbeit 
geiiuBerte Vermutung, daB die organischen Phosphorsiurever- 
bindungen im KoOrper in einer fermentativ nicht ohne weiteres 
angreifbaren Form vorliegen kénnten, besteht zweifellos nur fiir 
vollebendes Gewebe zu Recht. Tatsiichlich findet in iitberlebendem 
Milchdriisengewebe eine sehr deutliche Autolyse organischer Phos- 
phorsiiureverbindungen statt. 


Vorgehen. 


Unmittelbar nach der Schlachtung der Kuh wird ein reines Euter- 
stiick — ohne Fett und Bindegewebe — entnommen, mit der Schere auf 
eisgekiihltem Uhrglas zu diinnem Brei zerschnitten und in geeigneten 
Portionen, 2—3 g, in tarierte Wiigeglischen mit Schliffdeckel gegeben. 
Ansiitze, in denen die Menge freier anorganischer Phosphationen fest- 
gestellt werden soll, enthalten 4°/,ige Salzsiiure (A-Wert), alle anderen 
2°/,ige Natriumbicarbonatlésung (B-Wert), ein fiir diese Anordnung aus- 
reichendes Puffersystem, wie mehrfache Priifungen ergaben. Nach Ab- 
lauf der Versuchszeit wird angesiuert und mit Quecksilberchlorid das Ei- 
weiB entfernt (Schenck). Auch mit Trichloressigsiiure wurden einige An- 
siitze enteiweiBt. In aliquoten Teilen erfolgt die Bestimmung des anor- 
ganischen Phosphats. Wo nichts anderes erwiihnt ist, nehmen wir alle 
Phosphorbestimmungen gewichtsanalytisch nach dem genauesten Mikro- 


verfahren nach Embden vor. 


Versuchsergebnisse. 

Wir geben in Fig. 1 zuniichst cinen Versuch wieder, bei 
dem Euter einer lactierenden Kuh zur Verwendung kam. Es 
sollte vorerst nur der autolytische Zerfall von Phosphorsiiurever- 
bindungen erwiesen werden. Wie aus der graphischen Wieder- 
gabe ersichtlich ist, iibertraf die Menge direkt bestimmbaren 
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Phosphors im Ansatz B, der zwei Stunden bei Kérpertemperatur 
unter Carbonatpufferung gestanden hatte, die von vornherein vor- 
handene, im Ansatz A zum Ausdruck kommende um 30,6 °/,. 
Die in den Siulen zur Darstellung kommenden Mengen beziehen 
sich auf einen pro 100 g Driisensubstanz umgerechneten Betrag 
H,PO,. 

Ks fallen also auch in iiberlebendem Milchdriisengewebe die 
Phosphorsiiureester der Spaltung anheim. Als MaB dieses Vor- 
gangs kann der Zuwachs an freier Phosphorsiiure dienen. Auf 
Grund ihres Vorkommens in der Milch diirften als Substrat 
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dieses Zerfalls die Ester der Hexose (Lactacidogen), des Ade- 
nosins, Kreatins, sowie Pyrophosphat anzunehmen sein, wenn 
auch in der Driise selbst bisher nur Adenosinphosphorsiiure nach- 
gewiesen wurde. Wir haben deshalb versucht, in den ent- 
eiweiBten Suspensionsfliissigkeiten unserer Ansiitze Lactacidogen 
zu bestimmen und dessen Menge wiihrend der Versuchsdauer zu 
verfolgen. Wir erhielten dabei sehr eindrucksvolle Ergebnisse, 
deren Mittelwerte in Fig. 2 dargestellt sind. Zuniichst bestitigt 
sich auch hier das {iberwiegen organisch gebundenen Phosphors 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, OCXII, 10 
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in der untitigen Milchdriise gegeniiber der lactierenden. Von 
groBer Bedeutung scheint uns aber, dai es méglich ist, im protein- 
freien Extrakt der Milchdriise auf dem schon friher von uns auf 
Milch angewandten Wege Lactacidogen quantitativ zu ermitteln. 
Nach dem Auffinden von Adenylsdure in der Mulchdriise erhdlt 
durch Feststellung von Lactacidogen die Kenntnis des Phosphat- 
chemismus dreses Organs eine wertvolle Erweiterung, besonders vm 
Hinblick auf unsere schon friiher geduferte Vermutung, der Muilch- 
zuckerstoffwechsel durchlaufe vielleicht dieselbe Zwischenstufe einer 
Hexosephosphorsdure, wie jener der Muskulatur. 

Als weiteren Gewinn hat uns die in Fig. 2 gebrachte Ver- 
suchsanordnung die Beobachtung vermittelt, daB ganz parallel 
zur Vermehrung des anorganischen Phosphats der Vorrat an 
Hexoseester abnimmt, freilich nicht entfernt im aquimolekularen 
MaB. Die Deutung liegt auf der Hand: Lactacidogen der Driise 
stellt zwar ein Zerfallssubstrat ber der Autolyse dar, bildet jedoch 
nicht die alleinige Quelle fiir die dabei stattfindende Phosphat- 
vermehrung. 

Die bisherigen Versuche wurden siimtlich nach Ablauf von 
2 Stunden abgebrochen. Es muSte daher eine Versuchsserie, 
deren Einzelglieder zu verschiedenen Zeiten unterbrochen wurden, 
zur Entscheidung dienen, nach welcher Frist der Phosphatzerfall 
zum Stillstand kommt. Uber das Ergebnis berichtet Fig. 3. Von 
5 Ansiitzen, die mit der Driise eines alten, nicht lactierenden 
Tieres ausgefiihrt wurden, beendeten wir nach einer halben Stunde 
und dann alle zwei Stunden je einen. Es ergab sich dabei, dab 
nach Ablauf von 6 Stunden die Phosphatvermehrung beendet ist, 
eine nach weiteren 2 Stunden vorgenommene Priifung ergab 
keinen héheren Phosphorsiiturewert mehr. Der Lactacidogenzer- 
fall ist im Muskelgewebe nach 2 Stunden praktisch vollkommen 
erfolgt.') Es spricht nichts dafiir, dab dieser Vorgang in einem 
anderen iiberlebenden Organ anders verliiuft. Es erscheint daher 
berechtigt, nur den innerhalb der ersten zwei Stunden auftreten- 
den Phosphatanstieg auf Lactacidogen zu beziehen. Auf anderem 
Wege erweist daher dieser Versuch das Ergebnis des voran- 
gehenden, daB neben Hexosemonophosphorsiiure noch andere 
organische Phosphorverbindungen der Autolyse anheimfallen. 

Nach diesen mehr allgemeinen Untersuchungen sind wir der 
Frage nachgegangen, ob es gelingt, eine Synthese organischer 


') G. Embden u. F. Laqueur, Diese Z. 93, 116 ff. (1914/15). 
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Phosphorverbindungen im Milchdriisengewebe zu erzwingen. Dabei 
lieBen wir uns von dem Gedanken leiten, da’ Unterschiede in 
der Synthesefiihigkeit solcher Verbindungen je nach dem Vor- 
kommen in verschiedenen Organen schwer vorstellbar sind. Mit 
anderen Worten, wir konnten von Ionen, die im Muskelbrei wie 
im MuskelpreBsaft aufbauenden EinfluB gezeigt haben, den gleichen 
Erfolg auch am Milchdriisenbrei erwarten.') Dies gilt in erster 
Linie vom Fluorid- und Oxalation; das Zitration zeigt eine jihn- 
liche Wirkung und erschien uns auch deshalb recht wichtig, weil 
es in meBbarer Menge regelmiiBiger Bestandteil der Milch ist. 
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Zum Zwecke methodischer Sicherheit stellten wir an den Beginn 
unserer Arbeiten einen Versuch mit Muskulatur (quergestreifter Frosch- 
muskel). Wir verwendeten dazu 1/,, 1/3, */o4)*/gg molekulare Lisungen von 
Natriumfluorid unter Zusatz von 0,4 °/,igema Glykogen. Das Ergebnis war 
einwandfrei das einer Synthesebegiinstigung”) und zwar erwies sich die m/3 
Natriumfluoridlésung als optimal (Fig. 4). Auch die m/1 Konzentration be- 
wirkte deutlichen Aufbau, wiihrend die stirkeren Verdiinnungen nur ge- 
ringfiigige Synthese zu Wege brachten.’) 

Die Fig. 5 veranschaulicht nun einen Versuch, bei dem in 
gleicher Weise an Stelle von Muskulatur mit Milchdriisengewebe 
verfahren wurde. Zu den bicarbonat-alkalischen Ansiitzen, die 
0,7°/,igen Traubenzucker als Aufbausubstrat enthielten, wurde 
Natriumfluorid in verschiedener Konzentration zugesetzt. Ein 
Blick auf das graphisch dargestellte Ergebnis liBt erkennen, dab 
nur die 1/, molare Natriumfluoridlésung eine deutliche Wirkung 
gezeigt hat und zwar nur im Sinne einer Abbauhemmung organischer 





1) Gesamte Literatur bei G. Embden, Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. Bd. VIII, S. 417 ff. 
2) Abraham u. Kahn, Diese Z. 141, 173 (1924). 
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% m 
a 35 
m ae m 
=| Material | 2.5] A/B Zusitze Bemer 
= had kungen 
mn > 
Ri Std 
a = — nena a — 
= 0,8°/, Glykogen 
Nicht + 2°), NaHCO, + m/3—m/96-NaF 
lact. m/3 ‘m/12!m/96 
6] Enter | 2 [24]76] 54 | 70 | 68) 
Natrium-Oxalat 
Lact. m/4) m/8 m/64 
7 _Euter 6 |614 625] 643 670 | 675 a ae 
, Glykogen 
Frosch- + s*, Nalco, + m/10- NaF 
muskel m/10} 
frisch 3 [249/386] 71 | 
Frosch- 
muskel | 
gealtert | 3 [301/382] 181 | 
0,75 °/, Traubenzucker 
Lact. + 2°/, NaHCO, + m/3—m/184-NaF 
Euter m/3 | m/6 | m/12 m/24) m/48) m/92) m/184 
frisch | 2 ]121)/211) 176 | 205 | 196 198 | 203 204 | 205 
Nicht lact. | | | 
Euter | | | 
8 | gealtert | 2 |203)/293] 272 | x | 260 | 261 | 307 | 338 | 
0,4°/, Glykogen 
Nicht + m/3 — m/48-Na-Citrat 
lact. m/3 |m/12 m/48 
9 | Euter | 2 |85|144] 136 147 | 146 B=H,0 
0,4°/, Glykogen 
+ 2°/, NaHCO, + m/3—m/48-Na-Lactat 
Lact. m/3 |m/12)m/48 
10] Euter | 3 [167|175} 251 | 268 | 267 | 
Nicht lact. 
Euter Na-Hex.-Phosphat 
12| gealtert | 6 [189}260] 562 | 
0,6°/, Glykogen + 3 m—m/32-CaCl, 
Lact. 3m | m/4|m/32. 
13] Euter 3 {322/398} 445 431 | 420 | 
Phosphate. Eine Synthese, erkennbar am Verschwinden direkt be- 
stimmbaren Phosphates, ast mit laktierendem Milchdriisengewebe 


unter dem EinfluB von Fluorionen offenbar nicht zu erzielen. 
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ganz iihnliches Ergebnis haben wir erhalten, als wir nun das 
Euter einer nicht milchenden Kuh verwandten. Von den Phos- 
phorwerten [Tabelle (Versuch 6)] legen die unter Verwendung 
von m/12- und m/96-Natriumfluoridlésung erhaltenen zwar unter 
dem B-Wert (endgiiltiger autolytischer Abbau), doch immerhin 
so nahe daran, dab wir nicht von einer einwandfreien Abbau- 
hemmung sprechen méchten, so sicher diese indessen wieder bei 
Verwendung von m/3-Natriumfluoridlésung in Erscheinung tritt. 
Als Zusatz haben wir bei diesem und den meisten folgenden Ver- 
suchen Glykogen verwendet. 

Als niichstes priiften wir ein Salz der Oxalsiiure auf seine 
Eigenschaft, den Phosphatwechsel in iihnlicher Art zu beeinflussen, 
wie es im Muskelgewebe geschieht.) Uherraschenderweise er- 
gab sich jedoch — vgl. Tab. Versuch 7, — dab, im Gegensatz 
zu den Verhiiltnissen im Muskel bei der Milchdriise eine Abbau- 
verstiirkung durch das Oxalation bewirkt wird, und zwar mit 
zunehmender Verdiinnung in steigendem Mabe. Was aus dem 
Versuch mit Fluorid schon andeutungsweise zu entnehmen war, 
tritt jetzt hier mit aller Deutlichkeit hervor: soweit man aus der 
ionalen Beeinflussung des Phosphatwechsels auf vitale Vorgiinge 
dieser Art schlieBen darf, liuft dieser Vorgang in der Milchdriise 
anders ab wie im Muskel. 

Das zeigt sich auch bei anderer Versuchsanordnung. 

Vom Muskelgewebe ist durch die Untersuchungen Embdens bekannt 
(a. a. O.), daB die Kolloidsubstanzen unter verschiedenen Umstiinden, so be- 
sonders beim Absterben, die Befihigung zum Lactacidogenwechsel eip- 
biiBen und zwar vermindert sich zuerst die synthetische Phase. Uber- 
lebender Muskelbrei, in dem unter Natriumfluoridwirkung erhebliche Mengen 
anorganischen Phosphors verschwanden, bringt eine Veresterung zu Lacta- 


cidogen nur in viel geringerem Ausmafe zuwege, wenn er vorher 2 Stun- 
den bei Korpertemperatur gestanden hat. 


Prift man nun den EjinfluB einer solchen ,,Alterung* am 
Milchdriisengewebe, so kann man eine Synthese, die sich schon 
mit lebensfrischem Material nicht hat erzielen lassen, erst recht 
kaum erwarten. Die Frage kann nur lauten, ob die beobachtete 
Abbauhemmung organischer Phosphate durch die Alterung be- 
einfluBt wird. Im Versuch 8 sind zum Vergleich die eben ge- 
schilderten Daten des Muskelgewebes?) neben unsere an der 
Milchdriise angestellten Beobachtungen gesetzt. Wir ersehen aus 





1) H. J. Deuticke, Diese Z. 141, 209 (1924). 
2) Nach Abraham u. Kahn, Diese Z. 141, 173 (1924). 
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der Darstellung, daB die Alterung des Gewebes, die von uns 
beobachtete Abbauhemmung durch Milchdriisengewebe im Ausmab 
kaum beeinflubt; dagegen kommt eine Verschiebung in dem 
Sinne zustande, daB bei gréBeren Verdiinnungen des zugesetzten 
Natriumfluorids die Hemmung zunimmt; erst starke Verdiinnungen 
beschleunigen eher den Abbau. 

Auger den seither untersuchten [onen kennt die Muskel- 
physiologie das Zitration als ein die Lactacidogensynthese er- 
heblich steigerndes Agens. Da die Milch als regelmifigen Be- 
standteil Zitronensiiure enthilt, mu auch im Milchdriisenstoft- 
wechsel mit ihrer Anwesenheit gerechnet werden. Ein Einfluf 
auf den Phosphatwechsel kann somit leicht méglich sein. Der 
Versuch 9 berichtet iiber das Ergebnis einer dahin gerichteten 
Untersuchung. Unter Zusatz von 0,4°/,igem Glykogen als Auf- 
baumaterial lit sich mit einer '/, mole kularen Natriumzitratlésung 
eine Abbauhemmung, aber auch ‘hier wiederum keine Synthese er- 
zielen. Hoéhere Verdiinnungen beeinflussen den Abbau nicht. 

Die Untersuchungen H. J. Deutickes') haben das fiir die 
Vorstellung iiber die chemischen Abliiufe bei der Muskeltiitigkeit 

bedeutungsvolle Ergebnis gebracht, daB die bei der Muskel- 
arbeit entstehende Milchsiiure den unter der gleichen Wirkung 
erfolgten Zerfall von Lactacidogen sehr weitgehend im Sinne der 
Resynthese beeinfluBt. In der Mulchdriise freilich konnten wir 
diesen Antagonismus nicht erwarten. In der Tat hat die Unter- 
suchung auch ergeben, da Milchsiiureionen den Phosphatwechsel 
der Mamma auch gar nicht im Sinne der Synthese beeinflubten, 
als deren geringsten Grad man ja eine Abbauverzégerung ansehen 
kénnte. Im Gegenteil: Lactatzusatz fihrt eine sehr deutliche 
Abbauyerstiirkung organischer Phosphate herbei, die sich sowohl 
an lebensfrischem (Versuch 10) wie an ,,gealtertem“ Gewebe beob- 
achten liBt (Fig. 6). 

Als Ergiinzung haben wir in diesem Zusammenhang weiter 
untersucht, ob durch Alterung auch die Fiihigkeit des Driisen- 
gewebes, zugesetzte Phosphorsiiureester zu spalten, veriindert wird. 
Der Versuch 12, bei dem durch sechsstiindiges Stehen im Brut- 
schrank gealterte Milchdriisensubstanz aus zugesetztem Natrium- 
hexosediphosphat eine betriichtliche Menge anorganischen Phos- 
phors abgespalten hat, zeigt, daB deren Phosphatase durch die 
Alterung ungeschiidigt bleibt. 


) Diese Z. 141, 196 (1925). 
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Nachdem wir gesehen hatten, da& eine Reihe von Anionen 
eine Synthese organischer Phosphate in der Milchdriise nicht 
bewirkte, die diese Eigenschaft im Muskelgewebe zeigten, dab 
aber von einigen dieser Substanzen eine sehr deutliche Spaltungs- 
hemmung erreicht wurde, priiften wir noch ein Kation, niimlich 
Calcium, dessen starke Wirkung auf die Lactacidogensynthese 
H. Lange nachgewiesen hat.’) Wie aus Versuch 13 zu ersehen 
ist, fehlt dem Calciumion nicht nur jede Synthese begiinstigende 
EKigenschaft am Mammagewebe, sondern es beschleunigt in sehr 
starker Weise den Abbau organischer Phosphate. Die Konzen- 
tration scheint dabei eine geringe Rolle zu spielen, wenn auch 
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die Wirkung bei stirkerer Verdiinnung etwas geringer ist. (Auf 
die Carbonatpufferung muB in diesem Falle verzichtet werden.) 

Die bisher mitgeteilten Untersuchungen diirften mit geniigender 
Deutlichkeit zeigen, daB es nicht gelingt, Phosphorsiiureester im 
Michdriisengewebe aufzubauen unter dem EinfluB von [onen, die 
im Muskelgewebe diese Fahigkeit erwiesen haben. Es liegt kein 
Grund vor, anzunehmen, daf das Mammagewebe selber eine solche 
Synthese verhindert, zumal ja das Vorhandensein von Phosphor- 
siureestern sichergestellt ist, die wohl auch an Ort und Stelle 
entstanden sind. Dagegen ist es fraglich, ob es gelingt, durch 
Versuche mit iiberlebendem Driisenbrei einen geniigenden Einblick 





1) Diese Z. 137, 105 (1924). 
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in die intravital ablaufenden Vorginge zu erhalten, wie beim 
Muskel mit seinem raschen Stoffwechsel eher zu erwarten war. 
Ubrigens bezweifelt Lohmann}), da der Phosphatwechsel bei 
der Muskeltiitigkeit durch Zerfall und Wiederaufbau der gleichen 
Substanzen vor sich geht wie die Autolyse. Nach seinen Beob- 
achtungen ist fiir diese fast ausschlieBlich Pyrophosphorsiure 
verantwortlich zu machen. Wir suchten daher Aufschlu8 iiber 
das Vorkommen von Pyrophosphorsiure im Milchdriisengewebe zu 
bekommen. 

Die quantitative Bestimmung von Pyrophosphat ist auf Grund seiner 
leichten Hydrolysierbarkeit recht einfach. Da nach 15 Minuten Siure- 
behandlung in der Wiirme fast alles Pyrophosphat in Orthophosphat iiber- 
gegangen ist, Phosphorsdureester dagegen in dieser Zeit noch keinen merk- 
lichen Zerfall erfahren, ist aus der Hydrolysenkurve Fehlen oder Anwesen- 
heit von Pyrophosphat ohne weiteres ablesbar. In Fig. 7 geben wir als 
Wiederholung die Hydrolysenkurve von Froschmuskulatur wieder. In voller 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen Lohmanns fanden wir innerhalb 
der ersten 7 Minuten eine sehr weitgehende Hydrolyse, die nach Ablauf 
dieser Zeit nur noch ganz gering ist. 


Nimmt man nun die Kurve an der lactierenden Milchdriise 
auf, so ergibt sich ein ganz anderer Verlauf. Der steile Anfangs- 
teil der Kurve fehlt vollkommen; in gleichmifBigem, aber recht 
geringem Grade kommt unter der Behandlung mit heiBer Siiure 
eine unerhebliche Phosphatvermehrung zustande (Fig. 8). Nennens- 
werte Mengen von Pyrophosphorsdure fehlen demnach in der Milch- 
driise. Damit gewinnt die Deutung Lohmanns erneut an Wahr- 
scheinlichkeit. Freilich, ob auch deshalb keine Synthese zu er- 
zielen ist, darf allein daraus wohl nicht abgelesen werden. Wir 
meinen immer noch, daB die Hexosephosphorsiiure auch in der 
Milchdriise ein mit dem Zuckerauf- und umbau zusammenhingender 
Stoff ist. Es gelingt nur nicht, diesen vermuteten ProzeB im 
Reagenzglas ablaufen zu lassen, wenigstens nicht unter den Be- 
dingungen, unter denen das Muskelgewebe uns diesen Gefallen tut. 


Zusammenfassung. 

1. Die Zunahme anorganischen Phosphates in iiberlebendem 
Milchdriisengewebe deutet auf autolytischen Abbau organischer 
Phosphorverbindungen. 

2. Im eiweiBfreien Mulchdriisenextrakt ist Lactacidogen 
quantitativ zu ermitteln. 


) Biochem. Z. 202, 466 (1928). 
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3. Der Phosphatvermehrung geht eine Abnahme von Lacta- 
cidogen parallel. Aus dem Uberwiegen der Phosphorsiiurezunahme 
iiber die Esterverminderung wird geschlossen, daB an der Auto- 
\ lyse noch andere organische Phosphorverbindungen beteiligt sind. 

4, Der Lactacidogenzerfall ist nach zwei Stunden beendet; 
die Phosphatvermehrung in der tiberlebenden Milchdriise erreicht 
ihr Ende erst nach sechs Stunden — eine weitere Stiitze der 
Annahme mannigfaltiger Phosphorsiureester in diesem Organe. 

5. Fluor- und Citrationen befihigen iiberlebendes Mamma- 
gewebe nicht zur Synthese von Phosphorsiureestern, sie hemmen 
aber den Abbau. 

6. Oxalat- und Lactationen beschleunigen den Abbau — im 
Gegensatz zur Muskulatur, wo sie synthesebegiinstigend wirken. 

7. Mehrstiindiges .,Altern“ des Driisengewebes veriindert die 
Abbauhemmung mit Fluorid nur hinsichtlich der Konzentration. 
Hexose-di-phosphatase wird durch ,,Altern* nicht geschidigt. 

8. Calcium beschleunigt den Phosphatzerfall sehr stark. 

9. Aus der Siurehydrolysenkurve ist zu schlieBen, dab die 
Milchdriise keine Pyrophosphorsiure enthialt, doch soll darin noch 
kein ausreichender Grund gesehen werden, weshalb die Synthese 
organischer Phosphorverbindungen experimentell nicht gelingt. 








Herrn Dr. phil. et med. H. Mai, dem Leiter des Laboratoriums 
der Klinik, sei auch an dieser Stelle fiir seine vielfache Unter- 
stiitzung bestens gedankt. 
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Synthese des 2,4-Dimethy]-3-athyl-5-oxypyrrols, 
sowie neue Synthese der Xanthobilirubinsdure 
bzw. der Bilirubinsdure.') 


Von 


Hans Fischer, Torakichi Yoshioka und Paul Hartmann. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1932.) 


W.O. Emery’) hat durch Einwirkung von Ammoniak und 
Aminbasen auf Acetbernsteinsiiureester und substituierte Acetbern- 
steinsiiureester Lactame dargestellt, die nach den Untersuchungen 
von H. Fischer und Schiilern*) als @-Oxypyrrole zu formulieren 
sind und mit Hilfe derer eine Reihe von Oxypyrromethenen syn- 
thetisiert wurden. Die direkte Einfiihrung der Hydroxylgruppe in 
Pyrrole ist bis jetzt nicht gelungen. Durch Kinwirkung von Per- 
hydrol in Pyridinlésung auf Pyrrole haben wir dieses Problem 
angegangen und beim Kryptopyrrol (2,4-Dimethyl-3-ithylpyrrol) 
in der Tat den entsprechenden Oxykérper, das 2,4-Dimethyl-3- 


H,C,—C.H, 
| I | 


NH 

iithyl-5-oxypyrrol, in schén krystallisiertem Zustand als farblosen 
Koérper erhalten kénnen. Herrn Professor Dr. Steinmetz sind 
wir fiir die krystallographische Untersuchung zu groBem Dank 
verptlichtet. 

Zuniichst bestanden groBbe Schwierigkeiten, den Ké6rper als Oxy- 
kryptopyrrol zu identifizieren. Mit Kisenchlorid konnte keine Enolreaktion 
nachgewiesen werden. Die Ehrlichsche Reaktion mit Dimethylamino- 








) IX. Mitteilg. tiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. VIII. Mittlg. H. Fischer und E. Adler, Diese Z. 210, 
139 (1932). 

*) Liebigs Ann. 260, 137, (1890). 

8) H. Fischer u. M. Herrmann, Diese Z. 122, 1 (1922); H. Fischer 
u. E. Loy, Diese Z. 128, 59 (1923); H. Fischer u. J. Miiller, Diese Z. 
132, 72 (1923); H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 245 (1931). 
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benzaldehyd auf freien Methin-Wasserstoff verliiuft in der Kiilte absolut 
negativ. Auch liefert es im Gegensatz zu Kryptopyrrol kein Pikrat. Mit 
Phenyl-iso-cyanat trat erst bei 170° Reaktion zum Additionsprodukt ein, 
wobei aber noch nicht feststeht, ob die OH-Gruppe oder die Imingruppe 
reagiert hat. Alle versuchten Reduktionsmittel, wie Jodwasserstoff—LKis- 
essig, Zinkstaub-Eisessig, Natriumamalgam, Aluminiumamalgam, Reduktion 
nach Wolff-Kishner und katalytische Reduktion mit Platinoxyd—Wasser- 
stoff fiihrten nicht mehr zum Kryptopyrrol zuriick. Kurz und lang an- 
dauernde Eisessig—Jodwasserstoff behandlung bei 100° und hdher lieferte 
stets geringe Mengen eines wasserdampf.fliichtigen Oles von eigentiimlichem, 
pyrrolartigem Geruch, das zwar mit Ebhrlichs Reagens intensive Rot- 
violettfiirbung gab, aber kein Pikrat fassen lieB (jedoch einen blauen Azo- 
farbstoff gab). Eisessig—-Jodwasserstoff wirkt offenbar ringzerstérend auf 
das Oxypyrrol ein, wie aus der sehr betriichtlichen Abscheidung von Am- 
moniumjodid hervorgeht. Die Wolff-Kishner-Reduktion ergab wenig 
eines alkaliléslichen, nicht wasserdampf-fliichtigen Kérpers, der aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert bei 179° schmolz. Die trockene Destillation des 
Oxypyrrols mit Zinkstaub lieferte wenig eines rasch dunkelnden Ols von 
eigentiimlichem Geruch, das starke Ehrlichsche Reaktion, aber kein Pikrat 
gab. Nach Oxydation von Oxy-kryptopyrrol mit Chromsiiure-H,SO, oder 
mit rauchender Salpetersiiure konnte weder Methylithylmaleinimid er- 
halten werden noch sonst ein krystallisierter Kérper. Vorliufig lassen sich 
diese negativen Resultate schwer erkliren, trotzdem zeigen die nun zu be- 
sprechenden Reaktionen eindeutig das Vorliegen des obenerwiihnten Oxy- 
pyrrols, bei dem selbstverstindlich auch die Lactamform in Betracht zu 
ziehen ist. 


Die Einwirkung von Sulfurylchlorid fiihrte zu einem ein- 
heitlichen Dichlorkérper, dem wahrscheinlich folgende Konstitu- 
tionsformel zukommt, 

HC — CH, 


I | 


Oo _/ CHCl, 
N 


mit Anilin gelang es aus ihm einen schon krystallisierten Korper 
vom Schmelzp. 245° zu isolieren, dem auf Grund der Analyse 
und der Molekulargewichtsbestimmung folgende Formel zukommen 
kann: 


iI 


Ks mu8 also wiihrend der Umsetzung eine Hydrierung eingetreten 
sein; die weitere Bearbeitung ist im Gange. 

Alle Versuche, den Dichlorkérper mit Pyrrolen zu vereinigen, 
miBlangen, Wir nahmen deshalb die Bromierung des Oxypyrrols 
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in Arbeit. Hier wurde durch Behandeln mit Brom in indifferenten 
Lésungsmitteln ein gelber, zaiher Sirup erhalten, der bis jetzt 
nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte, der aber sowohl 
mit Kryptopyrrol wie mit Kryptopyrrolcarbonsiiure schén krystal- 
lisierte Oxypyrromethene gab. Das Kryptopyrrol-Kondensations- 
produkt erwies sich als identisch mit dem von H. Fischer 
und Fréwis’) bzw. H. Fischer und Adler?) synthetisierten 
5-Oxy-4,3’-5’-trimethyl-3,4’-diithyl-2,2’-pyrromethen folgender 
Konstitution: 
H,C,—_ C,H; H,C GH 


IV 
Das Kondensationsprodukt mit Kryptopyrrolcarbonsiiure-Ester er- 
wies sich als Xanthobilirubinsiure-Ester folgender Formulierung: 
H,C, C,H, ial —— CH, 7 CH, a COOCH, 
| i 
I ha 
N ¢ NH 


Auch hier wurde durch Analyse, Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt, sowie Uberfithrung in die Leukoverbindung, die Bilirubin- 
siiure, die Identitét bewiesen. Auf Grund dieser Umsetzungen 
kann an der Konstitutionsformel I des Oxypyrrols kein Zweifel 
sein und in dem nicht krystallisierenden Bromderivat liegt sehr 
wahrscheinlich zum mindesten zum gré8ten Teil ein Monobrom- 
Substitutionsprodukt folgender Formulierung vor: 
H,C——C,H, 


O=_7 CH,Br 
N 
VI 


Die Bildung der Pyrromethene erfolgt dann durch Kondensation 
von VI mit den trisubstituierten Pyrrolen, z. B. Kryptopyrrol, zu 
einem Kondensationsprodukt folgender Formulierung: 

<a pa H,C 


ig 
\ CH, 
NH 
VII 


das sich sofort umlagert zum Pyrromethen folgender Konstitution, 











1) Diese Z. 196, 52 (1931). *) Diese Z. 206, 187 (1932). 
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—C,H 


pa \~— 5 


C= — (C,H, H,C;— 











N 





VIII 


das keinen Lactamring mehr enthilt, wodurch sich die aufer- 
ordentliche Stabilitit erkliirt. 

Bei der Oxydation des Kryptopyrrols mit Perhydrol konnte 
neben dem Oxykryptopyrrol noch ein gut krystallisierter Kérper 
vom Schmelzp. 219° isoliert werden, dem nach Elementaranalyse 
und Molekulargewichtsbestimmung die Konstitution eines Dipyrryl- 
peroxydes zukommt: 


H,C CH, H,C C,H, 
ad | o—ol_ en, 


wobei auf Grund der negativen Aldehydreaktion die Bindung in 
a-Stellung die wahrscheinlichste ist. 

Ob die Bildung des Oxykryptopyrrols iiber dieses Peroxyd 
verliuft, mu8 noch niher untersucht werden, ist aber sehr wahr- 
scheinlich, da Kryptopyrrol schon gegen Luftsauerstoff sehr 
empfindlich ist, sich alsbald verfiirbt und in ein schwarzes Harz 
iibergeht. Méglicherweise tritt als zweites Zwischenprodukt bei 
dieser Oxydation das einfache (labile) Pyrrylperoxyd auf. Das 
Dipyrrylperoxyd ist nicht explosiv wie die aliphatischen Derivate 
des Wasserstoffsuperoxyds. Beim Schmelzen mit Campher trat 
leichte Gelbfiirbung ein, was auf Zersetzung hindeutet. Auch 
die Molekular-Gewichtsbestimmung nach Rast lieferte nur den 
halben Wert. Die Siedepunktserhéhung in Methylalkohol ergab 
jedoch den geforderten Wert; auferdem stimmte die EKlementar- 
analyse nur auf C,H,,ON und nicht auf H,, oder H,,, 
dadurch zur Verdoppelung der Formel zwingt, womit auch der 
hohe Schmelzpunkt der Verbindung iibereinstimmt. Noch ein 
zweites Nebenprodukt wurde im Vor- wie Nachlauf des Oxy- 
kryptopyrrols beobachtet. Wir erhielten ein schén krystallisiertes 
Pikrat vom konstanten Schmelzp. 181°, dem auf Grund der 
Klementaranalyse die Formel C,,H,,0,,N, zugeschrieben werden 
kann. Auch Pyridin allein haben wir der Kinwirkung von Wasser- 
stoffsuperoxyd unterworfen und erhielten durch alkalische Ather- 
extraktion einen schon krystallisierten farblosen Kérper. Schmelz- 


was schon 
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punkt, Elementaranalyse und Oxalsiiureverbindung ergaben das 
Vorliegen yon f-Oxypyridin. 


Versuche. 


2,4-Dimethyl-3-athyl-5-oxypyrrol (I). 10¢ Kryptopyrrol wurden 
in 20ccm Pyridin gelést und dann portionsweise mit 10 ccm Per- 
hydrol unter stiindigem Umschwenken versetzt. Die Perhydrol- 
zugabe wurde so reguliert, da die Temperatur der Reaktions- 
lésung sich von selbst auf 50—55° ernie hatte. Nach etwa 
20 Minuten wurden nochmals wie vorher 5ccm Perhydrol zu- 
gegeben und dabei langsam auf 95° angewiirmt. Der klare, gelb- 
rote Sirup gab die Ehrlichsche Reaktion nur noch sehr schwach 
und wurde der Vakuumdestillation bei 11 mm Druck unter- 
worfen. Die bei einer Innentemperatur von 152—157° erhaltene 
Fraktion erstarrte nach einiger Zeit zu einer etwas gelblichen, 
mit Ol durchsetzten Krystallmasse, die abgesaugt (F.) und mit 
abs. Ather farblos gewaschen 4—5 g eines immer noch etwas 
fettigen Koérpers vom Schmelzp. 78—82° ergab. Bei erneuter 
Vakuumdestillation wurden folgende 'Temperaturwerte gefunden: 
Bei 10 mm Druck Siedep. 153,5° Innentemperatur; 184° Olbadtemperatur, 
” 10,5 ” ” ” 154,5° ”? 184° ” ’ 
2a «157° , 184° . ; 


GréBte Reinheit des zu oxydierenden Pyrrols ist fiir die 
Hohe der Ausbeute von ausschlaggebender Bedeutung. 

Der Schmelzpunkt des Oxykryptopyrrols ist nicht ganz scharf, 
nach 2maliger Sublimation im Hochvakuum wurde er bei 84 bis 
84,5° gefunden. Verschlossen autbewahrtes, gut krystallisiertes 
Oxykryptopyrrol geht nach lingerem Lagern (1/, Jahr) allmihlich 
in Ol iiber. Aus den abgesaugten Olmutterlaugen (F.) krystalli- 
sieren selbst noch nach Ww ochen mehrmals kleinere Mengen des 
Oxypyrrols aus. Zur Analyse wurde aus siedendem Petroliither 
umkrystallisiert. Daraus erhilt man es in schénen prismatischen 
Nadeln vom Schmelzp. 83°, Fir die weiteren Analysen wurde 
im Vakuum bei 65° (11 mm) und im Hochvakuum bei 45—50° 
sublimiert, wobei es bei langsamer Sublimation in gréBeren, 
wasserklaren Prismen erhalten wurde. 

4,883, 4,560, 4,715, 4,560, 5,450 mg Subst.: 12,390, 11,595, 11,940, 
11,630, 13,850 mg CO,, 3,975, 3,530, 3,830, 3,675, 4,875 mg H,O. — 3,439, 
8,090, 4,712, 3,475 mg Subst.: 0,323 (20°, 711 mm), 0,285 (19°, 727 mm), 
0,428 (21°, 729 mm), 0,326 (17°, 723 mm) ecem N. 
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C,H,,ON (189,1) Ber. C 69,01 H 9,42 NN 10,07 
Hef. ,, 69,20 , O11  ,, 10,24 
, 69,35 ,, 866 ., 10,24 
» 69,07  ,, 9,09 - 
» 69,56 ,, 9,02 ,, 9,99 
, 6931 , 898 ,, 10,56. 


Analysenreinheit zu erreichen war schwierig, da die Kry- 
stalle hartniickig Spuren eines farblosen Oles zuriickhalten, die 
durch Umkrystallisieren nicht entfernt werden konnten, Oxy- 
kryptopyrrol lést sich in allen gebriiuchlichen organischen Sol- 
ventien spielend, schwer in Ather, Petroliither und Ligroin, woraus es 
umkrystallisiert werden kann. Wihrend es in 10°/, iger Natronlauge 
unléslich ist, geht es schon in kalter 10°/,iger Salzsiiure glatt in 
Lisung. Der sauren Liésung wurde durch erschépfende Ather- 
extraktion alle Substanz entzogen, die dann im Vakuum der 
Quecksilberstrahlpumpe bei 75° der Sublimation unterworfen, 
neben viel farblosem Ol (noch nicht untersucht) wieder 60°/, an 
prachtvoll krystallisiertem Sublimat (S,) zuriickgab, das sich mit 
reinem Oxykryptopyrrol (S,) durch Mischschmelzpunkt als iden- 
tisch erwies. Die krystallographische Untersuchung (Professor 
Dr. Steinmetz) der beiden Sublimate ergab: 

,An der Identitit der beiden Substanzen §S, und §, ist nicht zu 
zweifeln. Sie bestehen beide aus einer Kombination zweier rhombischer 
Prismen (110) und (011), von denen ebenfalls an beiden Priiparaten das 
erstere etwas linger ausgebildet ist. Die goniometrischen Messungen der 


einzelnen Krystalle ergaben Schwankungen bis zu 3°, lassen sich aber zu 
leidlich iibereinanderstimmenden Mittelwerten vereinigen: 


S, Ss 
(110): (110) = 72° 14’ 72° 06’ 
(011) : (011) = 69° 30’ 69° 10’ 
oder ausgedriickt in Achsenverhiltnissen: 
a:b:¢ = 0,7297: 1: 0,6937 0,7279: 1: 0,6894 
(Rhombisch) (Rhombisch) 


Die Ausléschung ist in beiden Fiillen parallel den Prismenkanten: 
geeignete Priparate zur Bestimmung der optischen Orientierung konnten 
bei der Kleinheit der Krystalle leider nicht hergestellt werden.“ 


Molekulargewichtsbestimmung des Oxykryptopyrrols nach 
Rast. 

Angewendet: 0,0109 g Subst., gelist in 0,1245 ¢ Campher. Erzielte 
Gefrierpunktserniedrigung 26°. 


Mol.-Gew. Ber. 139 Gef. 135. 
Molekulargewichtsbestimmung desOxykryptopyrrols durch 


Siedepunktserhéhung in Benzol nach der Halbmikromethode 
von E. Sucharda und B. Bobranski. 
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0,0486 g Subst. erzeugten in 4,08 g Benzol eine Siedepunktserhéhung 
von 0,225°. (Stabilisierung der Endtemperatur wurde erst nach etwa 1/, stiin- 
digem Sieden erzielt). Mol.-Gew. ber.: 139; gef.: 142. 

8-Oxypyridin: Bei einem Oxydationsversuch von Pyridin mit 
Wasserstoffsuperoxyd bei 50° wurde aus dem von Pyridin be- 
freiten Riickstand, nach Lésung desselben in 2 n-Natronlauge und 
darauffolgender Atherextraktion in geringer Ausbeute ein priichtig 
krystallisierter, rein weiBer Kérper erhalten. Schmelzpunkt (127° 
und Elementaranalyse bestiitigen die Identitiit mit P-Oxypyridin. 

4,915 mg Subst.: 11,375 mg CO,, 2,375 mg H,O. — 3,570 mg Subst.: 
0,477 eem N (18°, 708 mm). 

C;H,NO (95,05) Ber. C 63,13 H 5,80 N 14,74 
Gef. ,, 63,12 5» 0,40 » 14,60. 

Die absolut alkoholische Lésung des #-Oxypyridins wurde 
mit einer abs. alkoholischen Lisung der berechneten Menge wasser- 
freier Oxalsiiure versetzt, worauf alsbald die Oxalatverbindung 
auskrystallisierte. Farblose Prismen vom Schmelzp. 177° 


Einwirkung von Phenyl-iso-cyanat auf Oxykryptopyrrol. 0,28 g 
Oxykryptopyrrol (Schmelzp. 80°) wurden mit 0,24 g (= 1 Mol) 
Phenyl-iso-cyanat im zugeschmolzenen Rohr 6 Stunden auf 200° 
erhitzt. Der krystallisiert erstarrte Rohrinhalt wurde mehrmals 
aus Alkohol umkrystallisiert. Es schieden sich derbe, kurze 
Prismen vom Schmelzp. 104° aus. Die Elementaranalyse wiirde 
auf phenylcarbamidsaures Pyrrol stimmen. 

4,200 mg Subst.: 10,770 mg CO,, 2,710 mg H,O. — 3,580 mg Subst.: 
0,346 cem N (16°, 724 mm). 

C,,H,.0,N, (258,2) Ber. C 69,72 H 7,02 N 10,86 
Gef. ,, 69,94 95 1,22 », 10,87. 

Kin bloBes Erhitzen des Oxypyrrols mit Phenyl-iso-cyanat 
unter Riickflu8 und LuftfeuchtigkeitsausschluB geniigte nicht. 
Erst Erhitzen im Druckrohr bei 170° (wihrend 20 Stunden) fihrte 
zu obigem Anlagerungsprodukt, bei dem nach der empirischen 
Formel C,,H,,0,N, das Oxypyrrol nur mit einem seiner Wasser- 
stofie (héchst wahrscheinlich dem der OH-Gruppe) reagiert hat. 

Di-(2, 4-dimethy]-3-athyl-5-)pyrryl-peroxyd (IX). 20g Krypto- 
pyrrol wurden in 30 cem Pyridin gelést und auf einmal mit 10 ccm 
Perhydrol versetzt. Nach dem Anwiirmen auf 65° trat stark 
exotherme Reaktion ein. Durch entsprechende Kihlung wurde 
die Temperatur zwischen 70 und 80° gehalten. Gegen Schlub 
der Reaktion wurden nochmals langsam 10 ccm Perhydrol (ins- 
gesamt etwa 1 Mol) hinzugegeben, Dann wurde im Vakuum bei 
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11 mm bis 140° abdestilliert (Wasser, Pyridin, Perhydrol) und 
der dunkle, schmierige Riickstand mit abs. Ather verrieben und 
abgesaugt (F.). Es blieben 2—3g eines schon fast farblosen 
Kérpers zuriick, der aus ziemlich viel Alkohol mehrmals um- 
krystallisiert bei 219° schmolz. Derbe Rhomben mit einem 
schwachen Stich ins Gelbe. Elementaranalyse und Molekular- 
gewichtsbestimmung verlangen die Formel C,,H,,0,N,. 

4,315 mg Subst.: 11,035 mg CO,, 3,405 mg H,O. — 3,337 mg Subst.: 
0,305 cem N (19°, 720 mm). 

C.H,,ON Ber. C 69,01 H 9,42  N 10,07 
C,H,.ON Ber. ,, 69,51 ,, 8,76  ,, 10,14 
C,H,,ON Ber. ,, 70,03 ,, 8,08  ,, 10,22 

Gef. ,, 69,74 , 883 ,, 10,15. 

Die schwarze, iatherische Mutterlauge (F.) wurde nach Ab- 
destillieren des Athers der Vakuumdestillation bei 190—230° 
(Paraffindlbad) unterworfen, wobei noch 4g Oxykryptopyrrol 
zwischen 154—157° (Innentemperatur) iiberdestillierten. 


Molekulargewichtsbestimmung des Dipyrrylperoxyds. a)Die 
Gefrierpunktserniedrigungsmethode nach Rast in Campher versagte hier 
wegen der schweren Lislichkeit der Substanz in Campher, wobei leichte Gelb- 
firbung eintrat. Dabei wurde nur die Hilfte des gewiinschten Wertes erzielt. 

0,0089 g Subst. in 0,1640g Campher gelést ergaben eine Depression 
von 16° Mol.-Gew. ber.: 276; gef.: 131. 


b) Nach der ebullioskopischenHalbmikrobestimmung nach E.Sucharda 
und B. Bobranski. 

0,0486 g Subst. erzeugten in 3,42 g Methanol eine Siedepunktserhéhung 
um 0,048°. Mol.-Gew. ber.: 276; gef.: 261. Daher folgt fiir den Kérper 
(Schmelzp. 219°) die Formel 2 x C,H,,ON = C,,H,,0,N,, was genau auf das 
Dipyrrylperoxyd stimmt. 


Nebenprodukt bei der Oxykryptopyrrol-Darstellung. Sowohl aus 
dem éligen Vorlauf wie Nachlauf bei der ersten Vakuumdestillation 
des Oxykryptopyrrols wurde dasselbe schén krystallisierte Pikrat 
isoliert, das trotz viermaligen Umkrystallisierens aus Essigester 
seinen scharfen Schmelzpunkt nicht mehr iinderte. Eine doppelte 
Elementaranalyse lieferte gut iibereinstimmende Werte. Daraus 
berechnet sich eine empirische Formel: C,,H,,0,,N,, was auf eine 
Umsetzung von 1 Mol Pikrinsiiure mit einem stickstoffreien Auf- 
spaltungsprodukt des Oxykryptopyrrols und anschlieBender Pikrat- 
bildung stimmen wiirde. Aus siedendem Essigester krystallisierten 
rein gelbe, prismatische Nadeln vom Schmelzp. 181°. 

4,622, 4,395 mg Subst.: 6,980, 6,610 mg CO,, 1,130, 1,065 mg H,O. — 
8,731 mg Subst.: 0,529 cem N, (17°, 737 mm). 

C,sH,,0,3N, (522.2) Ber. C 41,37 H 2,70 N 16,10 

Gef. ,, 41,19, 41,02 ,, 2,738, 2,71 ., 16,16. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. ll 
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Nebenprodukt bei der Wolff-Kishner-Reduktion des Oxykryptopyrrols. 

Als Oxykryptopyrrol mit Hydrazinhydrat und Natriumithylat 4 Stunden 
im Druckrohr auf 160—170° erhitzt, dann der Alkohol abdestilliert, der 
Riickstand mit Wasserdampf abgetrieben und das Destillat ausgedthert 
wurde, konnte im Ather keine Spur Kryptopyrrol nachgewiesen werden. 
Jedoch lieB sich aus dem Wasserdampf- Destillationsriickstand nach dem 
Ansiiuern eine geringe Menge eines gut krystallisierten, farblosen Kérpers 
entziehen. Aus Methylalkohol umkrystallisiert Schmelzp. 179°. Die CH- 
Bestimmung lift auf Reaktion des Oxykryptopyrrols mit dem Hydrazin 
(Pyrrolhydrazid) schlieBen. Fiir die N-Bestimmung reichte die geringe Sub- 
stanzmenge leider nicht mehr aus. 

4,195 mg Subst.: 9,780 mg CO,, 3,085 mg H,O. 

C,H,,N, (151,1) Ber. C 63,58 H 8,66 Gef. C 63,58 H 8,23. 


Einwirkung von Sulfurylchlorid auf Oxykryptopyrrol (II). Mit 
#/,—23/, Mol Sulfurylchlorid konnte stets nur ein Dichlorkérper 
isoliert werden, wihrend lediglich die Ausbeute dabei verschieden 
und am besten mit 2 Mol Sulfurylchlorid war. 0,7 g Oxykrypto- 
pyrrol, gelést in 3 ccm abs. Ather, wurden mit 1,35 g Sulfuryl- 
chlorid, gelést in 2 cem abs. Ather, versetzt und mit einem Chlor- 
calciumrohr yerschlossen 24 Stunden stehen gelassen. Nach Ab- 
dunsten des Athers im Vakuumexsikkator iiber Atznatron hinterblieb 
ein schon zum Teil krystallisierter Sirup, der mit wenig abs, Methyl- 
alkohol kalt aufgenommen und nach mehrstiindigem Stehen ab- 
gesaugt wurde. Aus Methylalkohol umkrystallisiert kamen farblose, 
rhombische Prismen vom Schmelzp, 149°. Durch Sublimation bei 
85° im Hochvakuum wird der Dichlorkérper ebenfalls in schénen, 
zum ‘Teil verwachsenen Prismen erhalten. Schmelzp. 150—151°. 

4,370, 4,875, 4,410, 5,600 mg Subst.: 7,470, 8,410, 7,610, 9,565 mg CO,, 
1,900, 1,935, 1,705, 2,225 mg H,O. — 3,646, 2,940, 3,460, 3,962, 3,080 mg 
Subst.: 0,208 (17°, 716 mm), 0,167 (18°, 718 mm), 0,205 (16°, 721 mm), 0,233 
(19°, 717 mm), 0,184 (16°, 716 mm) cem N. — 2,500, 4,747 mg Subst.: 3,480, 
6,600 mg AgCl. 

C,H,ONCI, (206,0) Ber. C 46,60 £H 4,41 N 6,80 Cl 34,42 
Gef. , 4662 . 487 ,, 682 ,, 34,44 
» 47,05 , 444 4 630 ,, 34,40 

» 47,06 ,, 4,32 ,, 6,64 

» 46,58 ,, 4,44 , 6,48 

» 6,64 

Umsetzung des Dichlorkorpers (II) mit Anilin. 0,5 g Dichlorkérper 
wurden mit 7 cem frisch destilliertem Anilin 6 Stunden unter 
RiickfluB erhitzt. Nach dem Erkalten der intensiv gelb gefirbten 
Liésung schieden sich farblose Prismen aus, die abgesaugt und 
aus Alkohol umkrystallisiert bei 244—245° schmolzen. Sie sind 
halogenfrei. Analyse und Molekulargewichtsbestimmung deuten 


auf die Formel C,,H,,N, (IL). | 
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4,780 mg Subst.: 13,840 mg CO,, 2,890 mg H,O. — 1,904 mg Subst.: 
0,249 eem N (20°, 719 mm). 
C,oH.,Ns (303,2) Ber. © 79,15 H 6,98 N 13,87 
Gef. ,, 78,96 , 676 ,, 14,41. 


Molekulargewichtsbestimmung in Campher nach Rast: 0,0116 g Sub- 
stanz wurden in 0,1103 g Campher gelést. Die Gefrierpunktsdepression 
betrug 14,0° Mol.-Gew. ber.: 303; gef.: 300. 


Mit rauchender Salpetersiiure behandelt, gab Kérper LI kein 
Methyliithylmaleinimid, wohl aber einen gelb orange gefiirbten 
Nitrokérper. Dieser léste sich in wibrigem Alkali mit schwach 
gelber Farbe. Beim Ausschiitteln der wiibrig-alkalischen Liésung 
mit Ather wurde dieser intensiv rot orange angefirbt und der 
Farbstoff konnte durch verdiinnte Siiuren wieder farblos aus- 
gezogen werden. Aus der sauren wiibrigen Liésung schieden sich 
farblose Krystalle (Salzbildung) aus. Die nihere Untersuchung 
steht noch aus. 

Bei der Oxydation der Schiffschen Base III mit Chromsiure- 
Schwefelsiiure war ebenfalls kein Methylithylmaleinimid zu fassen. 
Die Reduktion von Koérper III] nach Wolff-Kishner fiihrte auch 
nicht spurenweise zu einer Aufspaltung zu Kryptopyrrol. 

Als der Dichlorkérper (II) mehrere Stunden mit Natrium- 
methylat auf 160° im zugeschmolzenen Rohr erhitzt wurde, war 
der zuerst farblose Rohrinhalt tief violettrot geworden. Diese 
permanganatihnliche Fiarbung (Natriumketyl?) hilt sich in dem 
nicht geéffneten Rohr unbegrenzt lange, geht aber an der Luft 
(beim Offnen) schlagartig in einen gelbbraunen Lack iiber, dem 
kein krystallisierter Kérper entzogen werden konnte. Oxykrypto- 
pyrrol gab, entsprechend mit Natriummethylat behandelt, einen 
unléslichen gelben Kérper. Die nihere Untersuchung wird fortgesetzt. 

Bromierung des Oxykryptopyrrols (VI). 0,35 g Oxypyrrol (D) 
wurden in 3 ccm abs. Tetrachlorkohlenstoff gelist und bei ge- 
wohnlicher Temperatur mit 0,2 g elementarem Brom (= ?/, Mol) 
versetzt. Das Brom wird beim Eintropfen sofort fast ganz ent- 
firbt. Dann wurde auf dem siedenden Wasserbad kurz angewiirmt 
und nach mehrstiindigem Stehen im Vakuumexsikkator .iiber Atz- 
kali abgedunstet. Der zuriickgebliebene Sirup war gelbrot gefirbt 
und konnte bis jetzt nicht zur Krystallisation gebracht werden. 
In Chloroform aufgenommen und mit iiberschiissigem Kryptopyrrol 
versetzt, trat unter Erwirmung und HBr-Abspaltung, die durch 
gelindes Sieden der Chloroformliésung vervollstiindigt wurde, Kon- 
densation zum 
1g? 
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4,3’, 5’-Trimethyl-3, 4’-diaithyl-5-oxypyrromethen (VIII) ein. Aus- 
beute: O,1 g Oxymethen in schénen, rein gelben Nadeln. Es 
krystallisiert aus Chloroform-Methylalkohol in Form eines gelben, 
dichten Filzes sehr feiner, gebogener Nadeln, aus Chloroform allein 
in Zentimeter langen geraden Nadeln von starkem orangem 
Obertliichenglanz. Aus Chloroform—Methylalkohol wiederholt um- 
krystallisiert Schmelzp. 244—245° (unkorr.) und nicht 254° (wie 
a.a.QO. angegeben). Es gab mit dem auf anderem Wege ge- 
wonnenen Methen keine Depression im Mischschmelzpunkt. 

5,020 mg Subst.: 13,690 mg CO,, 3,865 mg H,O. — 3,060 mg Subst.: 
0,314 cem N (21°, 717 mm). 

C,,H,,ON, (258,2) Ber. C 74,36 H 8,59 N 10,85 
Gef. ,, 74,36 5 8,61 5, 10,75. 

Als das bromierte Oxykryptopyrrol mit Kryptosiiuremethyl- 
ester in Chloroform kurze Zeit erhitzt wurde, trat ebenfalls Kon- 
densation ein. Nach starkem Einengen des Chloroforms und Ver- 
setzen mit etwas Methylalkohol krystallisierte nach lingerem 
Stehen der 


Xanthobilirubinsdéuremethylester (V) in gelben Prismen aus. Die 
Umsetzung erfolgte etwas triiger als mit Kryptopyrrol. Aus 
Methylalkohol—Ligroin umkrystallisiert, Schmelzp. 212° (unkorr.). 
Mit auf anderem Wege gewonnenem Xanthobilirubinsiureester [ 
gab er im Mischschmelzpunkt keine Depression. 

4,875 mg Subst.: 12,150 mg CO,, 3,395 mg H,O. — 3,015 mg Subst.: 
0,236 cem N, (20°, 717 mm). — 5,790 mg Subst.: 4,360 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, (316,2)  Ber.: C 68,31 H7,65 N886 OCH, 9,81 

Gef.: ,, 67,97 , 779 4, 8,60 9,95. 

Verseifung dieses Oxymethens mit Methylat im Druckrohr 
fiihrte zur freien Xanthobilirubinsiure, die mit 5°/,igem Natrium- 
amalgam zum Oxymethan fiihrte, das durch Analyse und Misch- 
schmelzpunkt sich mit analytischer Bilirubinsdure identisch erwies. 

Natriumamalgamreduktion des Xanthobilirubinsiure-methyl- 
esters fiihrte zwar zur Entfiirbung der intensiv gelben Suspension, 
was auf Bildung des Bilirubinsiiure-methylesters schlieBen 1iBt, 
aber Spuren von Sauerstoff legen den ReduktionsprozeB wieder 
um. Dies steht in Einklang mit der schon friiher gemachten Er- 
fahrung, daB umgekehrt bei der Veresterung der Bilirubinsiure 
niemals der Oxymethanester, sondern spontan der Xanthobilirubin- 
siiure-ester erhalten wurde. 
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Ein Beitrag zur Kenntnis des Globins. 
Von 
K. Felix und 0. Kahlert. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Laboratorium der II. Mediz. Klinik der Universitat Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. August 1932.) 


Als ein weiteres Beispiel zur Priifung der Bestimmung der 
freien Carboxyle der Proteine durch Veresterung haben wir das 
Globin gewahlt. Wir stellten aus Rinderblutkérperchen natiir- 
liches Globinoxalat nach A. Hamsik?) dar, dessen Methode die 
beiden Komponenten des Blutfarbstoffs durch oxalsiurehaltiges 
Aceton trennt. Man erhalt ein grauweiBes Pulver, daf sich bis 
auf einen ganz geringen Rest in Wasser list. Die Lésung bleibt 
wochenlang klar. Die Priparate sind frei von Eisen, geben die 
Biuretreaktion und enthalten wenig Asche. 

Aus der Lésung des natiirlichen Globinoxalates erhalt man 
das denaturierte Produkt, indem man erst mit Salzsiure ansiiuert 
und kurze Zeit spiter mit Ammoniak neutralisiert. 

In beiden Praiparaten haben wir den Gesamt- und Amidstick- 
stoff bestimmt, im nicht denaturierten auch den freien Amino- 
stickstoff. Beide haben wir dann mit Methylalkohol und Salzsiiure 
verestert, unter sorgfaltigem Ausschluf8 der Luftfeuchtigkeit und 
Hiskiihlung der Reaktionsfliissigkeit. Sowohl das natiirliche, als 
auch das denaturierte Globin liefern Methylesterhydrochloride, 
die in Wasser leicht léslich sind und erst nach lingerem Stehen 
etwas Niederschlag abscheiden. Beim natiirlichen Globin haben 
wir die Veresterung noch zweimal wiederholt, ohne daB sich dabei 
der Gehalt an Amino- und Amidstickstoff und Methoxyl inderte. 
Wie die nachfolgende Tabelle zeigt, besteht kein Unterschied in 
den Analysen zwischen den beiden Formen des Globins. 

Die Ubereinstimmung im Methoxylgehalt zwischen dem Ester- 
hydrochlorid des natiirlichen und dem des denaturierten Globins 
spricht dafiir, daB bei der Denaturierung entweder keine Ver- 
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natives ‘Eaters drochlovid 

Globin- | geval. : 

oxalat natives 3 denat. 
Gecant: m Leg 16,44 °/, | 16,79 °/, ‘15 99 on 15,95 "l. 
Freier Amino-N in 1 vom Ge- 

samt-N . . . 5,44 — 5,40 5,46 

Amid-N in °/, vom Gesamt-N . 4,69 4,69 4,69 4,67 
Methoxyl °/, . — — — 4,50 4,52 
Mol. Methoxyl| auf 100N . — -- 12,8 12,9 
Chior. . le ae _ on 5,30 5,55 
Mol. HCI auf 100 N — = 13,2 13,7 














iinderung in der Zahl der Carboxyle eintritt, oder diese bei der 
Veresterung riickgiingig gemacht wird. Die erste Méglichkeit er- 
scheint wahrscheinlicher, da Ph. St. Lewis*) keinen Unterschied 
im Bindungsvermégen fiir Siuren und Basen zwischen dem natiir- 
lichen und dem koagulierten Himoglobin fand und nach J. Roche‘) 
der isoelektrische Punkt des denaturierten (p,, 7,6—7,8) nur um 
ein weniges alkalischer liegt als der des natiirlichen (p,, 7,5). 

Aus dem Gehalt an Methoxyl und an Chlor ergeben sich 
die Zahlen fiir die freien Carboxyle und die basischen Gruppen. 
Sie betragen beim Rinderglobulin 12,8 saure und 13,2. basische 
Gruppen auf 100 Atome Stickstoff und sind von der gleichen 
GriBenordnung wie die, welche friiher bei der Titration des Oxy- 
hiimoglobins aus Pferdeblut gefunden wurden, 12,7 saure und 
15,6 basische Gruppen auf 100 Atome Stickstoff?), 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung des natiirlichen Globinoxalates sind wir den Angaben 
von A. Hamsik?®) gefolgt. Wir erhielten ein graugelbes Pulver, das sich 
bis auf einen kleinen Riickstand in Wasser klar léste. Die Lésung gab 
die Biuretreaktion und war frei von Eisen. Nach 6—8 Wochen langem 
Stehen schied sich etwas denaturiertes Globin aus. 

Analyse. Asche: 0,55 g bei 50—6vU° iiber P,O, zur Konstanz ge- 
trocknetes Globinoxalat lieferten beim Gliihen im Platintiegel 0,5 mg Riick- 
stand, 0,630 g Substanz 0,6 mg, = 0,091, 0,095°',. NH,-N: 5 ccm mit 
29,10 mg Substanz und 4,788 mg Gesamt-N entwickelten nach van Slyke 
0,25 cem N, (24°, 714 mm), = 0,262 mg NH,-N, 5,46°/) vom Gesamt-N. 
10 cem mit 18,102 mg Gesamt-N verbrauchten bei der Formoltitration 6,7 ccm 
0,1 n-NaOH, = 0,98 mg NH,-N, 5,41°/, vom Gesamt-N. Gesamt-N: 63 mg 
Substanz verbrauchten 7,4 cem 0,1 n-HCl, = 10,36 mg Gesamt-N, 16,44°/). 
Amid-N. 20 cem eines Hydrolysats von Globinoxalat mit 32,82 mg 


Gesamt-N verbrauchten bei der Wasserdampfdestillation in Gegenwart von 

BaCO, 1,1 cem 0,1 n-HCl, = 1,54 mg NH,-N, 4,69°/) vom Gesamt-N. 
Veresterung des Globinoxalates. 20 g wurden in 400 cem absolutem 

Methylalkohol suspendiert und unter Ausschlu8 yon Feuchtigkeit, Eiskithlung 
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und stindigem Schiitteln trockne Salzsiure eingeleitet, bis das Protein in 
Lésung ging. Aus der braunroten Lésung wurde das Globin-ester-hydro- 
chlorid als hellgrauer flockiger Niederschlag mit trocknem Ather im Uber- 
schuB gefiillt. Er wurde rasch auf einer Nutsche gesammelt und mehrmals 
mit trocknem Ather gewaschen. Das Pulver ist stark hygroskopisch uud 
wurde erst im Exsiccator vorgetrocknet und dann bei 50° im Vakuum 
iiber P,O, zur Konstanz getrocknet. 

Analyse. Asche: 537 mg Substanz gaben 0,32 mg Riickstand, 
= 0,06°/,. Gesamt-N: 52,52 mg Substanz verbrauchten 6,0 ccm 0,1 n-HCl, 
= 8,4 mg Gesamt-N, 15,99°/,, Amino-N: van Slyke: 5 ccm mit 2,94 mg 
Gesamt-N entwickelten 0,15 ccm N, (21°, 713 mm), = 0,159 mg NH,-N, 
5,41°/, vom Gesamt-N; 5 ccm mit 9,8 mg Gesamt- N entwickelten 0,5 cem 
N, (22°, 715 mm), = 0,526 mg NH, N, 5,38°/, vom Gesamt-N. Formol- 
titration: 10 ccm mit 12,95 mg Gesamt-N verbrauchten 0,5 cem 0,1 n-NaOH, 
= 0,7 mg NH,-N, 5,419), vom Gesamt-N. Amid-N: 20 ccm Hydrolysat 
mit 72,85 mg Gesamt-N verbrauchten bei der NH,-Destillation 2,42 ccm 
0,1 n-HCl, = 3,388 mg NH,-N, 4,68°/, vom Gesamt-N; 20 eem Hydrolysat 
mit 68,54 mg Gesamt-N verbrauchten 2,31 ccm 0,1 n-HCl, = 3,23 mg NH,—N, 
4,71°/, vom Gesamt-N. Pregl-Edlbacher: 0,064 g Substanz gaben 
0,0212 g AgJ, = 4,47°/, OCH,; 0,0523 g Substanz gaben 0,0176 g AgJ, 
= 4,54°/, OCH,. Carius: 43,6 mg Substanz gaben 9,4 mg AgCl, = 5,3°/, 
Chlor: 41,0 mg Substanz gaben 9,4 mg AgCl, = 5,3°/, Cl. 

Das 'Esterhydrochlorid wurde noch ein zweites und drittes Mal der 
Veresterung unterworfen. Wie die nachfolgende Ubersicht zeigt, ist keine 
Verinderung im Gehalt an methoxylfreiem Amino- und Amid-Stickstoff 
eingetreten. 


Zweite Dritte 
Wiederholung der Veresterung 
Gesamt-N ....... 15,92 16,03 
RO eee ee 5,4 5,39 
Amid-N........ 4,64 4,58 
Methoxyl ....... 4,5 4,52 


Zur Darstellung des denaturierten Globins wurde die wiBrige 
Lésung des Globinoxalates zuerst mit einigen Tropfen Salzsiiure angesiiuert 
und nach kurzer Zeit mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert. Dabei ent- 
steht ein Niederschlag, dessen Ausflockung durch Zusatz von Alkohol und 
Ather beférdert werden kann. Das ausgefallene Globin wurde abgesaugt, 
mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. 

Analyse. Asche: 750mg Substanz gaben 0,6 mg Riickstand = 0,08°/,. 
GesamtN: 58,1 mg Substanz verbrauchten 7,0 ccm 0,1 n-HCl, = 9,8 mg 
Gesamt-N, 16,86°/,; 66,71 mg Substanz verbrauchten 8,0 ccm 0,1 n-HCl, 
= 11,2 mg Gesamt-N, 16,79°/,.. Der freie Amino-N lieB sich wegen der Un- 
léslichkeit des Priiparats nicht genau bestimmen. Amid-N: 20 ccm eines 
Hydrolysats mit 42 mg Gesamt-N verbrauchten bei der NH,-Destillation 
1,4 ccm 0,1 n-HCl, = 1,96 mg NH,-N, 4,65°/, vom Gesamt-N; 20 cem eines 
Hydrolysats mit 33,6 mg Gesamt-N verbrauchten 11,3 cem 0,1 n-HCl, 
=1,58 mg NH,-N, 4,71°/, vom Gesamt-N. 

Wird das denaturierte Globin in der gleichen Weise mit Salzsiure 
und Methylalkohol behandelt, so bildet sich wieder das lésliche salzsaure 
Salz des Globinesters. 
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Analyse. Asche: 500 mg Substanz gaben beim Gliihen 0,35 mg Riick- 
stand, = 0,07°/,. Gesamt-N: 45,78 mg Substanz verbrauchten 5,2 ccm 0,1 n-HCl, 
= 7,28 mg Gesamt-N, 15,9°/,; 54,4 mg Substanz verbrauchten 6,2 ccm 0,1 n- 
HCl, = 8,68 mg Gesamt-N, 15,95°/,. NH,-N: 5 cem mit 4,76 mg Gesamt-N 
entwickelten 0,25 cem N, (24°, 714 mm), = 0,26 mg NH,-N, 5,46°/, vom 
Gesamt-N. Amid-N: 20 cem eines Hydrolysats mit 50,62 mg Gesamt-N 
verbrauchten bei der NH,-Destillation 1,7 cem 0,1 n-HCl, = 2,38 mg NH,-N, 
4,7°/, vom Gesamt-N; 20 cem Hydrolysat mit 56,0 mg Gesamt-N verbrauchten 
1,86 ccm 0,1 n-HCl, = 2,60 mg NH,-N, 4,65°/,, vom Gesamt-N. Pregl- 
Edlbacher: 0,0456 g Substanz gaben 0,0154 g AgJ, =4,56°/, OCH,; 
0,0392 g Substanz gaben 0,013 g AgJ, = 4,48°/, OCH,. Carius: 0,160 g Sub- 
stanz gaben 36,2 mg AgCl, = 5,6°/, Cl; 0,151 g Substanz gaben 32,4 mg 
AgCl, = 5,5°/, Cl. 

Auch hier lieferte wiederholte Veresterung keine Verinderung in den 
Analysenzahlen. 


Literatur. 


1. K. Felix u. A. Buchner, Diese Z. 171, 276 (1927). 

2. A. Hamsik, Diese Z. 187, 229 (1930). 

3. Ph. St. Lewis, Biochemie. J. 21, 46 (1927). 

4. J. Roche, Arch. Physique biol. 7, 165 (1929); C. r. trav. Labor Carlsberg 
18, 1 (1980). 


















































Uber Exkretion und Rickresorption im Dinndarm. 
Mit besonderer Beriicksichtigung der Sterine.’) 
Von 


Rudolf Schjnheimer und Leo Hrdina. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br. 
und der Chirurgischen Klinik der University of Chicago). 


(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1932.) 


Die folgende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob in 
den restlichen Sekreten des Darmes Stoffe vorhanden sind, die 
nicht riickresorbiert werden kénnen, ob der Kérper also endogene 
Schlacken auf diese Weise ausscheidet. Diese Frage schlieBt die 
Vermutung in sich, daB der Darm sich in iihnlicher Weise ver- 
hilt wie die Niere, die eine sehr groBe Menge von Stoffen primiir 
sezerniert, davon aber den gréBten Teil wieder riickresorbiert, so 
daB im endgiiltigen Harn nur die Schlacken gefunden werden. 

Es existiert eine grofe Literatur iiber die Sekretion von 
Substanzen in den Darm. Die Mengen an Fliissigkeit und gelésten 
Substanzen, die tiglich von einer so groBen Oberfliiche mit den 
Darmsekreten sezerniert werden, ist betriichtlich und wiirden bei 
endgiiltigem Verlust eine bedeutende Rolle im Stoffwechsel spielen 
(10cm Diinndarm des Hundes sezernieren tiiglich bis zu 50 ccm). 
Die Menge und die Zusammensetzung des abgesonderten Sekretes 
ist gréBtenteils bekannt und mehrfach untersucht.*) Dagegen ist 
unbekannt, wieviel von diesen Substanzen wieder riickresorbiert 
werden kann. Es ist erstaunlich, wie wenig bisher der Exkretion 
kérpereigener Stoffe durch die Darmwand Aufmerksamkeit ge- 
schenkt worden ist. Die wenigen bisherigen Untersuchungen dieser 
Art sind derart gemacht worden, daf man die Zusammensetzung 





1) Zugleich VII. Mitteilung iiber die Bedeutung gesiittigter Sterine im 
Organismus. Diese Arbeit wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Josiah 
Macy Jr.-Foundation und der Douglas-Smith-Foundation for medical 
research. Fiir die Unterstiitzungen sei auch an dieser Stelle unser bester 
Dank ausgesprochen. 

*) Zusammenfassung vgl. Hamburger in: Handbuch der Physiologie. 
Herausg. v. Embden u. Bethe. Bd. IV, S. 681 (1929). 
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des aus Fisteln gewonnenen Darmsekretes mit den Faeces hungernder 
Tiere verglich. Aus dem Vergleich von Faeces und Sekret war dann 
versucht worden, festzustellen, welche von den sezernierten Substanzen 
nicht wieder vom Darm aufgenommen waren. Diese Untersuchungs- 
methode schlieBt aber sehr groBe Fehler in sich. In den Faeces 
hungernder Individuen findet sich ein Gemisch der Schlacken des 
gesamten Verdauungssekretes, also auch das der Absonderungen 
der groBen Verdauungsdriisen wie Leber und Pankreas. AuBer- 
dem enthalten die Faeces sehr betriichtliche Mengen von Bakterien, 
die ihren eigenen Stoffwechsel haben und welche die von der 
Darmschleimhaut sezernierten organischen Substanzen weitgehend 
zerstoren oder wmbilden-kénnen, so dab die Analyse der Faeces 
viel zu unvollstiindig sein muB, als dab man daraus irgendwelche 
Schliisse ziehen kénnte. Um sich einen Begriff machen zu kénnen, 
welche Substanzen zwar sezerniert, aber nicht riickresorbiert 
werden kinnen, hat die Versuchsanordnung folgende Voraus- 
setzungen zu erfiillen: 

1. Es muB das Sekret eines bestimmten Darmabschnittes 
unmittelbar nach der Absonderung aufgefangen werden kénnen, 
so daB weder riickresorbiert werden kann, noch Bakterien in der 
kurzen Zeit eingreifen kénnen. 

2. Die Analyse dieses Produktes mu8 verglichen werden mit 
den Analysen eines Sekretes, das unter absolut sterilen Be- 
dingungen liingere Zeit, méglichst Monate, in einer beiderseits 
abgeschlossenen Darmschlinge (experimentelle Darmcyste) liegen- 
geblieben ist, so daB alle Substanzen, die riickresorbierbar sind, 
aus der Cyste verschwunden sind. In der Cyste werden dann 
praktisch nur noch die Schlacken gefunden. 


I. Teil. Operationsmethode. 
a) Gewinnung des frischen Diinndarmsekretes. 


Die Gewinnung des frischen Diinndarmsaftes ist vielfach 
durchgefiihrt worden und macht mit Hilfe der Thiry-Vella')-Fistel 
oder deren Abiinderungen keine Schwierigkeiten mehr. Der zu 
unseren Versuchen benutzte Darmsaft wurde uns liebenswiirdiger- 
weise von Prof. Dragstead iiberlassen.*) Er war von Hunden 





1) Vella, Untersuchungen zur Naturlehre der Menschen und Tiere 12, 
471 (1886). Spiitere Literatur von Angevine. J. ‘of biol. Chem. 82, 


559 (1929). 
*) Wir wollen auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dragstead unsern 


besten Dank aussprechen. 
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gewonnen, die eine Fistel des oberen Jejunums hatten. Der Saft 
flo8 durch ein Gummidrainrohr sofort in eine Gummivorlage, die 
mit wenig Antisepticum gefiillt war. 





b) Methode zur Gewinnung steriler Diinndarmcysten. 


Experimentell erzeugte sterile Cysten des Dickdarmes konnten von 
uns bereits friiher untersucht werden.') Die Methode ist spiiter von Sperry’) 
ebenfalls zur Untersuchung der Dickdarmsekretion herangezogen worden. 
Die Sekretion in diesem Darmabschnitt ist aber an Menge so gering, daf 
es nicht gelingt, das frische Sekret, das sofort nach der Ausscheidung 
abflieBen miiBte, in gréBerer Menge zu gewinnen. Wir konnten nur das 
‘ Sekret sammeln, daB sich in der sterilen Schlinge (Cyste) iiber lingere 
i Zeit angereichert hat. Daher konnten wir auch keine sicheren Schliisse 
in bezug auf den Sekretions- und Riickresorptionsmechanismus ziehen. 

Die von uns am Dickdarm benutzte Methode war derart, daB wir den 

i oberhalb der Bauhinschen Klappe einseitig geschlossenen Dickdarm vom 

{ After aus lingere Zeit spiilten, um die Hauptmenge der Bakterien zu ent- 

( fernen. Nach dem operativen Verschlu8 des Afters waren die baktericiden 

Krifte des Dickdarmepithels stark genug um die zuriickgebliebenen Keime 

zu zerstéren. Nach einigen Monaten hatte sich eine wachsartige und homo- 

gene Masse angesammelt, aus der damals verhiiltnismiBig groBe Mengen 
von Dihydro-Cholesterin isoliert werden konnten. 

Die Untersuchung des Sekretions- und Riickresorptionsmechanismus am 
Diinndarm war aussichtsreicher und wegen der gréBeren Oberfliiche auch 
physiologisch wichtiger. 
| Zur Gewinnung eines Diinndarmsekretes, das liingere Zeit 
| 





unter sterilen Bedingungen im Darme liegen geblieben war, wurde 
folgendermaBen verfahren: 

Ks ist bekanntlich nicht méglich, durch mechanische oder 
chemische Mittel selbst kleine Strecken des Darmlumens zu steri- 
lisieren. Um eine normale Sekretion und Riickresorption zu gewiihr- 
leisten, muBte auch von allen Eingriffen abgesehen werden, die 
das Darmepithel hiitten schiidigen kinnen. Eine langdauernde 
Spiilungsperiode, wie wir sie am Dickdarm vom After aus_ be- 
' nutzten, kam am Diinndarm nicht in Betracht. 

Daher wurde der Versuch gemacht, die Sterilisierung des ~~ 
Darmlumens beim Hunde den eigenen Abwehrkriiften des Orga- 
nismus zu iiberlassen. Wenn ein gut ausgewaschenes, beiderseits 
offenes Darmstiick, das~ gute Blutversorgung vom Mesenterium 
hat, wieder in die Bauchhéhle versenkt wird, so entsteht eine 
schwere Peritonitis, die, falls das Tier die akute Entziindung der 
Bauchhoéhle iibersteht, auch das offene Darmstiick  sterilisiert. 








1) Schénheimer u. v. Behring, Diese Z. 192, 102 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 46, 769 (1932). 
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Wenn dann in einer spiteren Operation die beiden Enden des 
offenen Darmstiickes geschlossen werden, so kann sich das Darm- 
sekret anreichern, Monate liegen bleiben, und das intakte Epithel 
ist dann noch zur Sekretion und Riickresorption in der Lage. 

Derartige Operationen sind zu anderen Zwecken bereits von 
Dragstead, Morrhead und Burcky!) ausgefiihrt worden. Unter- 
suchungen iiber den Bakterieninhalt solcher Cysten sowie die 
chemische Zusammensetzung des Sekretes sind bisher nicht durch- 
gefiihrt worden. 

Die angewandte Methode war folgende: Es wurde am oberen 
Jejunum der Hunde, etwa 20 cm unterhalb des Pylorus, ein 
Darmstiick von etwa 20—25 cm Linge an beiden Enden abgetrennt. 
Dabei ist besonders darauf zu achten, daB die Blutversorgung 
dieses Darmstiickes vom Mesenterium aus gut ist. Die Kontinui- 
tit des Darmkanales wird durch End-zu-End- oder Seit-zu-Seit- 
Anastomose des oberen und unteren freien Darmendes wieder- 
hergestellt. Das beiderseits offene Darmstiick wird aus der Bauch- 
wunde herausgezogen, und nachdem die Bauchéffnung peinlich 
abgedeckt ist, wird es mit groBen Mengen warmen Wassers sauber 
abgespiilt. Die durch Klemmen zerdriickten Darmpartien am Ende 
werden abgeschnitten und eventuell kleine offene GefiBe unter- 
bunden. Dann wird die Darmschlinge in die Bauchhohle reponiert 
und die Bauchhéhle geschlossen. 

Alle so behandelten Hunde bekamen eine schwere Perito- 
nitis, der die meisten Tiere erlagen. Ein kleiner Teil iiberlebte 
und war nach 8 oder 10 Tagen wieder véllig gesund. Etwa 
30 Tage nach der Operation, wenn sich die Tiere wieder gut 
erholt hatten, wurde die Bauchhéhle wieder geéffnet und die 
Darmschlinge, die sich meist in einem Kniiuel von Verwachsungen 
befand, vorgezogen. In einem Fall waren die Verwachsungen der- 
art, daB durch sie beide Enden der urspriinglich offenen Darm- 
schlingen verschlossen waren, und so ein operativer VerschluB 
nicht mehr nétig war. 

Bei denjenigen Darmschlingen, die noch offen waren, lieBen sich in 
der Umgebung der Offnungen kleine, weife plaque-artige Auflagerungen 
auf dem Peritoneum beobachten, die teilweise aus doppelt-brechenden Tropfen, 
teilweise aus verschiedenartigen Krystallen bestanden. Die chemische Unter- 
suchung zeigte, daB diese Auflagerungen zum groBen Teil aus Sterinen und 


Sterin-estern bestanden. Eine nihere Untersuchung war wegen Substanz- 
mangel nicht méglich. Es handelt sich unzweifelhaft um Substanzen, die 


1) J. biol. Med. 25, 421 (1917). 
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aus dem Darmstiick stammen und mit dem Darmsekret iiber das Peritoneum 
gelaufen und von diesem gespeichert worden sind. 


Die beiden Enden des Darmstiickes wurden durch Tabaks- 
beutelnaht verschlossen, wobei darauf geachtet werden mub, dab 
die eingestiilpten Partien nur sehr kurz sind, damit durch nekroti- 
sierendes Material die Analysen des Cysteninhaltes spiiter nicht 
gestiért werden. 

Die zweite Operation wurde von den Hunden meist gut ver- 
tragen, sie erholten sich schnell und machten dann einen villig 
normalen Eindruck. Es war méglich, Hunde iiber sehr lange Zeit 
mit dem beiderseits geschlossenen Darmstiick zu halten. Ein 
Hund starb nach 4 Monaten an einer Perforation der groben 
Cyste, ein anderer iiberlebte 1/, Jahr und wurde nur getitet, weil 
die Gefahr bestand, daB auch in diesem Falle die Cyste bersten 
kénnte. 

Die Zahl der Erfolge war gering. Die meisten Tiere gingen 
an der Peritonitis nach der ersten Operation ein. Ein kleiner 
Teil starb nach der zweiten Operation an Peritonitis, da an- 
scheinend durch den mechanischen Eingriff liegengebliebene 
Keime wieder aktiviert worden waren. Im ganzen gelang es uns, 
4 Hunde von etwa 60 Versuchstieren linger als'3 Monate nach 
der zweiten Operation am Leben zu erhalten. Die bakteriologische 
Untersuchung des Cysteninhaltes (aerobe und anaerobe Kultur) 
erwies immer Sterilitit. 


Tabelle 1. 





Lebensdauer Gewicht des | 











Gewicht] in Tagen Cysten- 
Versuch te he an: am pe, eel Anmerkungen 
2. Operation in g 
A Q 9,5 156 219 Getitet 
B Q 13,8 87 120 Getitet 
B 4 10,5 154 45 Getitet. — Der Cysten- 


inhalt leicht rot u. ent- 
halt etwas Blut. Er wird 
daher nicht z. chemischen 
Analyse verwandt 


D 6 8,5 114 162 Benutzt zum Resorptions- 
versuch, vgl. 8.166. Wird 
im AnschluB darun ge- 
totet 
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Die histologische Untersuchung der Darmcystenwand zeigte 
ein vollig normales Epithel. 

Der Beweis, daB auch solche Cysten noch in der Lage sind, 
zu resorbieren, konnte auf folgende Weise erbracht werden: 

Hund D: 8,5kg, 114 Tage nach der zweiten Operation wurde 
unter Pernoctonnarkose die Bauchhéhle geéffnet. Die groBe Darm- 
cyste (der Inhalt betrug 162 g Feuchtsubstanz) wurde vor die 
Bauchhohle gelagert, eine kleine Offnung in die Wand geschnitten 
und mit einem Léffel ungefihr die Hilfte des Inhaltes entfernt. 
Danach wurde diese Offnung mit Nihten verschlossen und mit 
einer Spritze in das Lumen ein Gemisch von 30 cem Milch, 20 ccm 
Hundefistelgalle und 20 cem eines hochkonzentrierten Pankreas- 
driisenextraktes injiziert. (Die Fistelgalle und der Pankreassaft 
waren von anderen Hunden gewonnen worden.) Danach wurde 
die Cyste in die Bauchhéhle reponiert. Nach 3/, Stunde waren 
die LymphgefiBe des Mesenterialteiles der Cyste mit einer 
milchigen Fliissigkeit injiziert, wiihrend die iibrigen Teile des 
Mesenteriums keine milchige Injektion aufwiesen. Damit ist der 
Beweis erbracht, daB das Epithel, das die Cyste umkleidet, tat- 
siichlich seine Resorptionsfihigkeit nicht verloren hat. 

Der Inhalt solcher, lingere Zeit in der Bauchhdéhle liegender 
Cysten besteht aus einer weiBgelblichen, zihen, durchscheinenden 
Masse und ist dhnlich derjenigen, die mit einer anderen Ope- 
rationsmethode friiher von Schénheimer und v. Behring’) am 
Colon von Hunden gewonnen worden ist. Sie ist aber etwas 
breiiger als die entsprechenden wachsartigen Massen des Colons. 

Mikroskopisch ist die Masse vollig strukturlos, enthalt keine 
Zellen (mit Ausnahme an der Oberfliiche, wo abgeschilferte Epi- 
thelien sowie Lymphocyten und Leukocyten beobachtet werden). 
Unter dem Polarisationsmikroskop lassen sich in dem inneren 
Teil der Masse groBe Mengen von nadel- und _ biischelférmigen 
Krystallen feststellen, die zum gréSten Teil in Ather, Aceton oder 
Alkohol léslich sind. 

Diese Massen stellen das Sekret des Diinndarms dar, aus 
dem alles zuriickresorbiert worden ist, was die Darmwand iiber- 
haupt passieren kann. Den Sekretionsmechanismus hat man sich 
derart vorzustellen, daB in das Darmlumen stiindig grobe Mengen 
Sekret und Zellen (Darmepithelien, Lymphocyten und Leukocyten) 
abgegeben werden. Die Zellen werden, wie besonders in neuerer 


1) a. a. O. 
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Zeit von Ohno?) gezeigt worden ist und von uns mit derselben 
Methode, die Ohno benutzt hat, bestiitigt werden konnte, sehr 
schnell (wahrscheinlich durch Eigenfermente) aufgelist. Alles, 
was aus der nun entstandenen Liésung resorbierbar ist, ver- 
schwindet wieder ganz oder teilweise. Bei unserer Versuchs- 
anordnung bleiben einige Substanzen, wie das Kiweif in der Cyste, 
in etwas gréBerer Konzentration. Da unsere Cysten relativ wenig 
proteolytische Fermente enthalten, weil kein Pankreassaft hinein- 
kommt, wird das EiweiB nur sehr langsam abgebaut und wird 
auch nach langer Versuchszeit noch in relativ groBer Menge dort 
angetroffen. Dagegen sind in der Darmcyste geniigend Lipasen 
vorhanden, um das sezernierte Fett zu spalten und Fettsiiuren 
und Glycerin zur Resorption zu bringen. Aus diesem Grunde 
eignet sich die angegebene Methode wenig zur Verfolgung der 
Sekretion und Resorption des EiweiBes, wohl aber, wie die 
chemische Untersuchung zeigt, zum Verfolgen anderer Substanzen. 


II. Teil. Chemische Befunde. 


Zur Untersuchung kamen 1770 com Darmsekret aus Thiry- 
Vellafisteln, die im Vakuum auf etwa 200 ccm eingeengt wurden. 
AuBerdem wurden untersucht: der vereinigte Inhalt der 2 Cysten 
A und B, zusammen 302 g Gewicht (Analyse I) und der Inhalt 
der Cyste D von 114 g Gewicht (Analyse II). Darmsekret und 
Cysteninhalt wurden analog behandelt. Die feuchten Massen 
wurden mit der 7fachen Menge Aceton versetzt und filtriert. Der 
Riickstand wurde getrocknet und einer vorsichtigen Extraktion 
mit Ather und Chloroform unterzogen. Ather und Chloroform 
wurden mit dem Aceton vereinigt. Sie werden im Vakuum ab- 
destilliert und der Riickstand mit Ather ausgezogen. Auf diese 
Weise wurden siimtliche itherléslichen Substanzen gewonnen. 
Uber die Untersuchung der in Aceton, Ather und Chloroform 
unléslichen Anteile wird in einer spiiteren Mitteilung berichtet 
werden. 

Es sind in Tab. 2 die Analysenbefunde am Darmsekret und 
an den Darmcysten (I und IJ) mitgeteilt. Der Vergleich beider 
sagt aus, welche Substanzen, die mit dem urspriinglichen Darm- 
sekret sezerniert worden sind, wieder vom Darm riickresorbiert 
werden kénnen. 


1) Biochem. Z. 218, 206 (1930). 
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Tabelle 2. | 








‘ 


" | 
Frisches Darmsekret enthilt: Die Cysten enthalten: 




















| */, | im | Be >, 
Wasser a 98,6 | 75,9 | 78,4 
Trockensubstanz . .... . 1,4 24,1 | 21,6 
Die Trockensubstanz enthilt: 

REM. ss «ca 4 2 «we | Ba | 1,1 1,5 
Organische Substanz ... . 52,6 | 98,9 98,5 
Atherextrakt . ...... 4,159 13,326 10,324 
Gesamtsterin . ...... 0,748 4,224 4,131 
Freies Sterin . ...... 0,573 3,554 8,762 
Verestertes Sterin. . . .. . 0,157 0,670 0,369 
Fettsiuren oa ee 1,814 3,442 3,332 
Unverseifbares, mit Digitonin 

eee a a ee 0,350 0,824 _ 
Dihydrocholesterin . . . | 0,026 2'881 1,998 

Das Fett enthilt: 
Gesamtsterin ....... 18,95 31,65 40,03 
Freies Sterin . ...... 14,51 26,65 36,45 
Verestertes Sterin. . . .. . 4,44 5,00 8,58 
Fettsiuren . . ...... 45,9 40,84 32,3 
Dihydrocholesterin ... 0,49 17,5 19,3 
Die Sterine enthalten: 

Cholesterin . . . . . . etwa 98 30 | 51 
Dihydrocholesterin ... 2.3 | 68,3 48,4 
Koprosterin. . ..... . 0 | 0 | _ 
Eewosterin . . . 1. «© sss | 0,012 | 0,09 | a 





1. Trockensubstanz und Asche: Das direkt nach der 
Sekretion gewonnene Darmsekret ist auBerordentlich wasserreich 
und besitzt nur 1,4°/, Trockensubstanz. Von dieser Trockensub- 
stanz sind etwa die Hilfte Salze. Das Wasser wird aber zum 
gréBten Teil riickresorbiert, denn nach lingerer Zeit hat das an- 
gereicherte Darmsekret bereits 24,1°/, bzw. 21,6°/, Trockensub- 
stanz. Der Wassergehalt entspricht dann also etwa dem der 
meisten Organe. Auch die Salze sind fast véllig verschwunden 
und vom Kérper wieder aufgenommen worden. Die Trocken- 
substanz enthilt dann nur noch 1,1 bzw. 1,5°/, Salze. Wasser . 
und Salze sind also sehr leicht riickresorbierbar, was seit langem 
bekannt ist. 
2. Fette: Besondere Aufmerksamkeit wurde den Fetten und F 
Sterinen geschenkt. Es zeigte sich, daB die Fette des Darm- 
sekretes bei der Lagerung im Darm auf etwa das Doppelte bis 
Dreifache zunehmen (von etwa 4°/, bis auf etwa 13°/,). Das 
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hiingt natiirlich mit der stirkeren Riickresorption anderer Sub- 
stanzen zusammen. Da andere Substanzen (vgl. 8.171) auf das 
8O0fache und mehr konzentriert werden kinnen, handelt es sich 
beim Gesamtfett nur um eine geringe relative Konzentrierung. 
Die einzelnen Bestandteile des Fettes haben fast alle zugenommen 
und gerade die Verschiebung dieser einzelnen Bestandteile bot 
ein besonderes Interesse. Es zeigt sich sofort, daB der Gehalt 
der Sterine im Fett um fast das Doppelte zugenommen hat (von 
18,9 bis auf 40°/,). Dagegen ist die Menge der Fettsiiuren in 
etwa derselben GréBenordnung geblieben. Die Zunahme der 
Sterine ist allein durch die Zunahme der freien Sterine bedingt 
(von 14,5 auf 36,4°/,), wihrend der Gehalt an Sterinestern etwa 
gleich geblieben ist. Daraus liBt sich schlieBen, daB das Fett- 
gemisch (mit Ausnahme eines Teiles der Sterine) in der Haupt- 
sache als Ganzes riickresorbiert wird, wobei natiirlich die Frage 
nicht entschieden werden kann, ob die Fette erst aufgespalten 
werden oder als solche riickresorbiert worden sind. 

Wie wir vermuten, ist die starke Anreicherung des freien 
Sterins durch den auBerordentlich hohen Gehalt an Dihydro- 
cholesterin hervorgerufen. In dem Sterin der frisch gewonnenen 
Fliissigkeit waren 2,3°/, Dihydrocholesterin [Bestimmung nach 
Schénheimer?)] und in dem aus den Cysten gewonnenen Sterin 
68,3 und 48,4°/, vorhanden. Dieser Befund stimmt mit der 
Beobachtung von R. Béhm?) beim Menschen iiberein, der in einer 
zufiillig operativ angelegten sterilen Darmcyste, die 14 Jahre in 
der Bauchhéhle gelegen hatte, groBe Mengen von Dihydrochole- 
sterin gefunden hatte, ohne seinerzeit eine Erklirung fiir den 
Befund abgeben zu kénnen. In friiheren Versuchen von Schén- 
heimer und vy. Behring’) konnte auch im Cysteninhalt des 
Dickdarms ein hoher Gehalt an Dihydrocholesterin §festgestellt 
werden. Damals konnte in Resorptionsversuchen*) festgestellt 
werden, daB das Dihydrocholesterin unresorbierbar ist, und es 
wurde in der Mitteilung iiber die Dickdarmeysten bereits die 
Vermutung ausgesprochen, dab es mit dem Cholesterin bzw. dem 
Fett in das Dickdarmlumen in kleinsten Mengen sezerniert worden 
war, aber im Gegensatz zu den anderen Bestandteilen nicht riick- 
resorbiert werden konnte und dadurch angereichert wurde. Die 


1) Diese Z. 192, 77 (1930). 
*) Biochem. Z. 33, 474 (1911). 
5) a. a. O. 
‘) Diese Z. 192, 97 (1980). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXII, 12 
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jetzigen Versuche bringen den Beweis dafiir. Die Anreicherung 
konnte von 2,3 bis auf 68°/, des Fettes getrieben werden und 
wenn es gelingen wiirde, derartige Cysten so lange in der Bauch- 
héhle des Hundes zu belassen, wie es zufilligerweise bei dem 
von Béhm untersuchten Menschen der Fall war, so hitten ver- 
mutlich entsprechende Mengen gefunden werden kénnen. 

Das Dihydrocholesterin wurde auf folgende Weise isoliert’): 
Von dem mit Digitonin aus dem yon Cyste I und II isolierten 
Gesamtsterin wurden 2g in Arbeit genommen. Sie wurden in 
70 ccm Alkohol gelést und unter starker Kiihlung wurde alko- 
holische Bromlésung bis zur bleibenden schwachen Gelbfirbung 
zugesetzt. Nach 3 Stunden wurde von dem wenigen ausgefallenen 
Cholesterindibromid abfiltriert und das Filtrat mit 500 ccm 1°/,iger 
Digitoninlésung versetzt. Nach 24 Stunden wurde das Digitonid 
abfiltriert und nach dem Trocknen mit Xylol in der Hitze zer- 
setzt. Das aus dem Xylol gewonnene Sterin (1,41 g) hatte den 
Schmelzp. 129—133°, der durch mehrmaliges Umkrystallisieren 
auf 139° gebracht werden konnte. Die Substanz gab keine Sal- 
kowskireaktion. Der Mischschmelzpunkt mit Dihydrocholesterin 
(gewonnen durch Hydrierung von Cholesterin) gab keine De- 
pression. Wenn Koprosterin vorhanden gewesen wire, hitte man 
es in den Mutterlaugen finden miissen. Die niihere Untersuchung 
der Mutterlaugen bot aber keinen Anhalt fiir das Vorhandensein 
dieser Substanz. 

Da in friiheren Arbeiten gefunden worden war, da8 Ergosterin 
ebenfalls eine sehr schwer resorbierbare Substanz sei, wurde auch 
die Frage untersucht, ob nicht in der Cyste auch eine Anreiche- 
rung yon Ergosterin festzustellen sei, die dadurch bedingt war, 
daB etwa mit dem Sekret eingeschwemmtes Ergosterin nicht 
wieder riickresorbiert worden war.*?) Aus diesem Grunde wurden 
die Sterine aus Sekret und Cyste auch einer spektrophotometrischen 
Analyse unterzogen.*) Es konnte tatsiichlich eine geringe An- 
reicherung von 0,012 auf 0,09 festgestellt werden. Es ist aber 
nicht sicher, daB es sich in diesem Falle um eine wirkliche An- 
reicherung in demselben Sinne wie die des Dihydrocholesterins 
handelt. Beim Ergosterin ist mit gro{en Schwankungen der Norm 
zu rechnen, die aber beim Dihydrocholesterin auszuschlieBen sind, 
denn bisher wurde ein so hoher Gehalt, wie er in der Darmcyste 





’) Vgl. auch Schénheimer, Diese Z. 192, 86 (1930). 
*) Schénheimer,v. Behring u.v. Gottberg, Diese Z. 208, 77 (1932). 
*) Wir danken Hrn. Dr. Pallutz, Gottingen, bestens fiir die Ausfiihrung. 
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gefunden wurde, in keinem Organ oder Sekret festgestellt (in Organen 
und Sekreten 0,8—3°/,).1) Es ist vielmehr anzunehmen, da die sehr 
geringe Menge von Ergosterin, die sezerniert worden ist, auch 
wieder riickresorbiert worden ist. Die Méglichkeit der Resorption 
solcher kleiner Mengen dieses Stoffes ist nach den neuesten Unter- 
suchungen (wenigstens unter bestimmten Bedingungen) gesichert.?) 

Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, dab die in das 
Darmlumen sezernierten Fette in ihrer Gesamtheit wieder riick- 
resorbiert werden, wihrend die geringen Mengen von Dihydro- 
cholesterin, die eingeschwemmt werden, zuriickbleiben und nach 
einiger Zeit daher in sehr erheblicher Konzentration vorhanden 
sind, ~Aus der Menge des in den Cysten vorhandenen Dihydro- 
cholesterins kann man sich ungefiihr einen Begriff machen, wie 
groBe Mengen von Darmsekret eingedickt worden sind. Man 
kann leicht errechnen, da8 es sich um sehr grobe Mengen handelt: 
100 g der Trockensubstanz des Sekrets enthalten etwa 26 mg 
Dibydrocholesterin, wihrend Cyste I und Il mit einem Inhalt 
von 302 g (entsprechend 63,4 g¢ Trockensubstanz) 1,82 g, also un- 
gefihr das 80fache an Dihydrocholesterin enthielt, wiihrend der 
iibrige Teil des Fettes nur um das 2—3fache vermehrt ist. Es 
handelt sich also um eine sehr bedeutende selektive Anreicherung 
des Dihydrocholesterins. 

Wir nehmen an, daB die weitere Bearbeitung unseres Mate- 
rials noch andere auf analoge Weise angereicherte Substanzen 
aufdecken wird. 

Anmerkung iiber den Gehalt der verschiedenen Verdauungssekrete 
an Cholesterin. 

Um sich weiter eine Vorstellung von der Menge des Chole- 
sterins zu machen, das von den verschiedenen Verdauungsdriisen 
in den Darm geliefert wird, wurden Analysen der verschiedensten 
Verdauungssekrete des Hundes vorgenommen. 

Es wurden aufer dem Diinndarmsekret noch Magensaft und 
Pankreasfistelsaft untersucht. 

a) Magensaft: Zur Untersuchung kamen 1350 com Magen- 
saft.3) Sie wurden im Vakuum eingeengt, mit Natronlauge zer- 
kocht und mit Ather extrahiert. In dem geringen Riickstand lief 
sich aus alkoholischer Lésung mit Digitonin nur eine minimale 


1) Diese Z. 192, 93 (1930). 2) Diese Z., im Druck. 

8) Magen- und Pankreas-Fistelsaft wurden uns ebenfalls liecbenswiirdiger- 
weise von Herrn Prof. Dragstead zur Verfiigung gestellt, wofiir auch 
an dieser Stelle unser bester Dank ausgesprochen werden soll. 

12* 
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Triibung erzeugen. Die Liebermann-Burchhardsche Reaktion 
war auferordentlich schwach und hatte einen leicht braunen 
Farbton. Sie war zur quantitativen Schitzung ungeeignet. Die 
kleinen vorhandenen Mengen von Cholesterin stammen sicherlich 
aus abgeschilferten Zellen, die sich im Magensaft gelést haben. 
Der reine Saft ist anscheinend vollig cholesterinfrei. 

b) Pankreas-Fistelsaft. Es wurden untersucht 1115 ccm 
Pankreas-Fistelsaft') und in derselben Weise aufgearbeitet wie 
der Magensatt. Es wurden isoliert 0,08 g Sterin, also eine auBer- 
ordentlich geringe Menge. Auch dieses Sterin entstammt héchst 
wahrscheinlich Zellen, denn nach persdnlicher Mitteilung von 
Herrn Prot. KE. Andrews soll der ganz frische und klar zentri- 
fugierende Pankreassaft praktisch kein Sterin enthalten. Das von uns 
aus dem Pankreassaft isolierte Cholesterin enthielt ungefihr 1°/, 
Dihydrocholesterin, also eine Menge, die derjenigen entspricht, 
die im Cholesterin der meisten Organe gefunden wird. 

Demnach spielen beim Hund der Magen- und Pankreassatt 
fiir den Cholesterinstoffwechsel nur eine geringe Rolle. Auch die 
Galle beférdert bekanntlich im Gegensatz zum Menschen beim 
Hunde nur geringe Mengen von Cholesterin. Dagegen spielt die 
Ausscheidung durch die Darmwand die iiberwiegende Rolle. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Operationsmethode am Hunde beschrieben, 
mit Hilfe derer es gelingt, gréBere Mengen von sterilem, wiihrend 
vieler Monate eingedicktem Diinndarmsekret zu gewinnen. (Sterile 
Diinndarmeyste). Der Vergleich von frischem Darmsekret mit dem 
Inhalt solcher Cysten lehrt, welche endogene Stoffwechselprodukte 
nach der Sekretion riickresorbiert werden kénnen und welche 
als unresorbierbare Schlacken mit dem Kot endgiiltig ausgeschieden 
werden miissen. In dieser Mitteilung wurde besonders das Ver- 
halten der fettléslichen Substanzen vertolgt. Vom Diinndarm 
werden nach der Sekretion die einzelnen Bestandteile des Fettes 
(Fettsiiuren, Cholesterin usw.) leicht riickresorbiert mit Ausnahme 
des Dihydrocholesterins, das in der Cyste auSerordentlich an- 
gereichert und anscheinend quantitativ zuriickgehalten wird. Die 
Darmschleimhaut ist also, wie bereits friiher vermutet wurde, der 
Ort der Ausscheidung dieser Stotfwechselschlacke. 

Im Gegensatz zum Darmsekret enthalten die Sekrete des 
Magens und Pankreas von Hunden praktisch keine Sterine. 


1) Vgl. Anm. 3 auf S. 171. 
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Uber die Spezifitit der Amylasen. 
II. Die enzymatische Analyse von Starke und Glykogen. 


Von 
G. A. van Klinkenberg. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Bot. Institut der Reichsuniversitét zu Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1932.) 


A. Einfiihrung. 

Die Frage nach der Spezifitiit der Amylasen ist mit dem 
Problem der Stiirkekonfiguration aufs engste verkniipft. Kiner- 
seits liBt sich die Spezifitiit eines Enzyms nur genau definieren, 
wenn man yon der chemischen Struktur seines Substrats eine 
eriindliche Kenntnis besitzt. Andererseits aber kann gerade die 
enzymatische Analyse zu wichtigen Schliissen betreffs der Kon- 
figuration des Substrats fiihren. Allerdings soll man dazu nur 
moglichst einheitliche Enzympriiparate verwenden, und es fragt 
sich somit, was wir im Falle der Amylasen darunter verstehen 
miissen. Nach Richard Kuhn!) lassen sich die Amylasen in zwei 
Gruppen einteilen: @-Amylasen und f-Amylasen, welche die Mal- 
tose in der e-Form, bzw. f-Form in Freiheit setzen und von 
denen man somit annehmen muh, daf sie ,@“-Bindungen bzw. 
,$“-Bindungen in der Stiirke lésen. Ob alle Vertreter jeder einzelnen 
Gruppe vollstiindig identisch sind, muB noch dahingestellt bleiben. 
Diese Einteilung ist aber die einzig rationelle, die wir zur Zeit 
besitzen, und wenn im folgenden von einheitlichen Amylasepriiparaten 
die Rede ist, so ist damit immer nur die ¢,f-Einheitlichkeit gemeint. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen a@-Amylase und 
8-Amylase aus Gerste, daneben wurde fiir einige Ansiitze 
auch #-Amylase aus Weizen angewandt. Vorliegende Arbeit bildet 
eine direkte Fortsetzung der vor einigen Monaten publizierten 
Mitteilung’), in der die Trennung der beiden Malzamylasen be- 
schrieben wurde. Fiir die Herstellung der Priiparate, die Methode 
der Aktivitiitsbestimmung usw. kann ich somit auf diese Mitteilung 
hinweisen. 
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Das Amylose-Amylopektinproblem. 

Von gleicher Wichtigkeit wie die Wahl der Enzympriiparate 
ist beim Studium der Amylasen die Vorbehandlung des Substrats. 
Eine besonders groBe Schwierigkeit bildet die oft zu wenig be- 
achtete Tatsache, daB die Stiirke mit Wasser nicht eine wahre, 
sondern eine kolloide Lésung ergibt, d. h. eine Lésung, deren 
Kigenschaften nicht nur von der Konzentration be- 
stimmt werden, sondern auch von dem Zustand, in dem sich die 
kolloiden Teilchen befinden. Es hat sich z. B. gezeigt, wie im 
folgenden Abschnitt erértert werden wird, daB die Reaktion der 
f-Amylase durch Gelatinierung der Stirkelisung bedeutend ge- 
hemmt werden kann. Von den meisten Forschern wird zur Zeit 
angenommen, daB die Stiirke ein Gemisch von zwei Stoffen vor- 
stellt, Amylose und Amylopektin; das letztgenannte soll die Ur- 
sache der Kleisterbildung sein. Zur Trennung dieser Komponenten 
sind mehrere Methoden vorgeschlagen worden. Wir wollen uns 
auf die neuere Literatur beschriinken und nur die wichtigsten 


Arbeiten anfiihren. 


L. Maquenne und E. Roux’) fiihrten den Begriff Amylopektin ein 
und bezeichneten damit denjenigen Bestandteil des Stirkekornes, der beim 
Erhitzen mit Wasser den Kleister bildet, sich durch Jod nur ganz schwach 
fiirbt und vom ,,zuckerbildenden Enzym“ der Malzamylase (nach der heutigen 
Nomenklatur die §-Amylase) nicht angegriffen wird. Dagegen wird er vom 
, stirkelésenden Enzym“ (a-Amylase) zu einem Dextrin abgebaut. Die Amy- 
lose bildet eine klare Lésung, sie fiirbt sich mit Jod blau und wird von 
Malzamylase vollstiindig verzuckert. Kartoffelstiirke enthiilt nach Maquenne 
und Roux 15—20°/, Amylopektin. 

Eine andere Trennungsweise gibt Z. Gatin-Gruszewska‘) an. Sie 
behandelt Kartoffelstiirke mit einer 1°/, igen NaOQH-Lésung, und beobachtet 
dabei, dab die Hiillen der Stirkekérner aufquellen und platzen. Die leeren 
Hiillen, die das Amylopektin enthalten, senken sich zu Boden, der Inhalt 
des Kornes, die Amylose, lést sich in der umgebenden Filiissigkeit. Das 
Amylopektin macht 40—45°/, der Gesamtmasse der Stirke aus. 

H. C. Shermann und J. C. Baker’) verkleistern Kartoffelstiirke nach 
Zugabe einer geringen Menge NaCl bei 80°. Sodann werden die beiden 
Komponenten durch wiederholtes Zentrifugieren getrennt. Zuletzt werden 
beide Fliissigkeiten im Autoklaven erhitzt. Die Ausbeute an Amylopektin 
ist etwas von der Dauer der Verkleisterung abhingig, sie betriigt im Mittel 
etwa 66°/,. 

M. Samec®) trennt die Bestandteile des Stiirkekornes mit Hilfe der 
Elektrodialyse. Das Amylopektin wandert zum positiven Pol, an dem es 
sich im Gelzustand absetzt, die Amylose bleibt im Solzustand. Verschiedene 
Stirkearten enthalten sehr verschiedene Mengen Amylopektin, in der Kar- 
toffelstiirke befinden sich etwa 83°/, dieser Komponente. Nach Samec 
unterscheidet sich das Amylopektin yon der Amylose durch den Gehalt an 
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Phosphorsiure und muB8 seiner Ansicht nach als ein Phosphorsiureester 
betrachtet werden. Dieser Phosphorsiureester soll die Ursache der Kleister- 


bildung sein. ’) 

A. R. Ling und D. R. Nanji‘) frieren einen 5°/, igen Stirkekleister 
wihrend 12 Stunden bei — 10° aus. Beim Aufwiirmen bis 60° fillt das 
Amylopektin in der Form einer wolligen Masse aus, wihrend die Amylose 
sich list. Sie laBt sich aber nicht vollstindig aus der Gallerte extrahieren. 
Eine bessere Trennungsmethode finden Ling und Nanji in der Behand- 
lung des Kleisters mit Amylase aus ungekeimter Gerste bei 50°. Dabei wird 
die Amylose vollstindig verzuckert, das Amylopektin, bzw. dessen Depoly- 
merisationsprodukt a, $-Hexaamylose, bleibt zuriick. Da etwa 67°/, der theo- 
retisch méglichen Menge Maltose gebildet wird, muB die Stiirke 33°/, Amylo- 
pektin enthalten. Im Gegensatz zu Samec finden sie, daB verschiedene 
Stiirkearten nahezu den gleichen Gehalt an Amylopektin besitzen. 


Wie ersichtlich, kommen die verschiedenen Forscher zu ganz 
verschiedenen Ausbeuten an Amylopektin. Bei der Beurteilung 
ist erstens zu beachten, daB die Trennungsmethoden in zwei 
wesentlich verschiedene Gruppen eingeteilt werden 
miissen. Die Arbeitsweisen von Gatin-Gruszewska, Sherman 
und Samec kommen durchweg auf die Trennung von zwei ver- 
schiedenen kolloiden Zustiinden, Sol und Gel, heraus. Das experi- 
mentell gefundene Verhiiltnis ist von der Behandlungsweise ab- 
hiingig; durch Zusatz von Lauge oder Salz wird die Peptisierung 
des Geles geférdert. Verdiinnte Lauge ist bekanntlich ein be- 
sonders geeigneter Peptisator, daher findet Gatin-Gruszewska 
eine verhiltnismifbig groBe Menge Amylose. Es ist sehr unwahr- 
scheinlich, daB sich in dieser Weise chemisch verschiedene Be- 
standteile der Stiirke werden trennen lassen. 

Ganz anders verhiilt sich die Sache aber bei der Trennung mit 
Hilfe von Amylasen, denn dabei wird die Stiirke zum Teil che- 
misch abgebaut. Und da iiberdies die von Ling benutzte Gersten- 
amylase, wie wir jetzt wissen, nur, oder fast nur B-Amylase ent- 
hilt, d.h. eine spezifische Wirkung ausiibt (was die von 
andern Forschern zugesetzten Chemikalien selbstverstiindlich nicht 
tun), so ist hier von vornherein mit der Méglichkeit einer chemischen 
Trennung zu rechnen. Der Begriff ,,Amylopektin“ bezeichnet also 
einerseits ,,Stirke im Gelzustande“, andrerseits ,.Restprodukt der 
Gerstenamylasewirkung“, Da diese Zweideutigkeit zu MiBverstiind- 
nissen AnlaB geben kann, braucht wohl kaum bemerkt zu werden. 

Die Unterscheidung der Hiillsubstanz von der Inhaltssubstanz 
des Stiirkekornes ist schon sehr alt. Worauf der Unterschied be- 
ruht, liBt sich zur Zeit nicht mit Sicherheit angeben. Keines- 
falls kann es sich um chemisch verschiedene Stoffe handeln, da 
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die Stirkekérner in der Pflanze immer weiter ,wachsen“ und 
somit immer neue ,,Hiillen“ bekommen.*) 

Zu der Amylophosphorsiuretheorie sei hier nur bemerkt, daB 
nicht alle phosphathaltigen Polysaccharide Kleister bilden, Glykogen, 
welches mehr Phosphorsiiure enthilt als Kartoffelstiirke, ver- 
kleistert nicht und scheidet bei der Elektrodialyse nur 20°/, in 
Gallertform ab.!°) Durch Behandlung der Kartoffelstiirke mit ver- 
diinnter Siiure verliert sie die ‘T'endenz zur Kleisterbildung, 
withrend sich die Phosphorsiiure in dieser Weise nicht entfernen 
libt.41) Das synthetische Amylopektin von Samec!?’) enthilt eine 
so auBerordentlich groBe Menge Phosphorsiiure, daB man es mit 
den nativen Produkten iiberhaupt nicht vergleichen kann. 

Auf Grund der oben erwihnten Uberlegungen haben wir es 
nicht fiir notwendig gehalten, Amylose und Amylopektin nach der 
kolloidchemischen Methode herzustellen. Was wir brauchten, war 
eine moglichst natiirliche, dazu aber méglichst vollstindig pepti- 
sierbare Stiirke. Diese fanden wir in der Lintnerschen Stiirke, 
wenn wir sie in der von uns angegebenen Weise herstellten. Das 
Verfahren kommt augenscheinlich auf eine Reinigung der Stiirke 
heraus: es werden beim wiederholten Wechseln der Siure die- 
jenigen Stoffe entfernt, welche die Verkleisterung verursachen. 


B. Die Abbaugrenze der beiden Malzamylasen. 


Der EinfluB des kolloiden Zustands der Stirke auf die Ver- 
suchsergebnisse trat hervor, als ich eine 2°/,ige Stirkelésung, 
die wihrend einiger Dezembertage in einem ungeheizten Zimmer 
gestanden hatte und ein milchweifes Aussehen zeigte, fiir die 
Bestimmung der Abbaugrenze der #-Amylase benutzte. Aus 
dieser Stiirke bildete sich in 24 Stunden 52,2°/, der theoretisch 
miglichen Menge Maltose, und 6 Tage nach der Zugabe des En- 
zyms betrug die Maltosemenge 55,6°/,, wiihrend vordem inner- 
halb 24 Stunden 62°/, Maltose gefunden worden waren. Offenbar 
handelte es sich hier um eine Gelatinierung der Stiirke, denn 
die Lisung lieB sich kliren durch Erhitzen auf 70° (am aut- 
steigenden Kiihler, um einer Anderung der Konzentration vor- 
zubeugen) und wurde nachdem wieder innerhalb 24 Stunden bis 
zu 61°/, verzuckert. Um zu sehen, wie eine méglichst wenig 
verkleisterte Stiirke sich der 8-Amylase gegeniiber verhalten wiirde, 
schiittelte ich 20 g des Stirkepriiparates [hergestellt in der frither 
beschriebenen Weise!%)] mit 300 ccm destilliertem Wasser von 
60° wihrend 20 Minuten. Sodann wurde filtriert und das Filtrat 
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1/, Stunde im Sieden gehalten. Ich bekam in dieser Weise eine 
clasklare Lésung, welche auch nach tagelangem Stehen bei Zimmer- 
temperatur kaum eine merkliche Opalescenz zeigte. Dennoch ent- 
hielt sie, gemiB der Analyse, etwas mehr als 0,8°/, Amylum. Die 
Bestimmung der Abbaugrenze ergab nachstehendes Resultat: 


Tabelle I. 


Angewandt: 50 cem Stiirkelésung, 25 ecm n/10-Citratgemisch, py 5,15, 10 cem 
Amylaselésung '/,,9, in 100 cem Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 25 ccm. 
40°. 25 ceem des Reaktionsgemisches enthielten 101,6 mg Amylum. 





t in Stunden | x mg Maltose | °/, der Theorie 
20) 68,7 64,0 
68 68,2 63,5 








Sodann wurden zwei frische Priiparate von léslicher Stiirke 
hergestellt, die sich von dem friiher hergestellten Priiparat durch 
eine lingere Behandlung mit 71/,°/,iger Salzsiure (12 bzw. 14 Tage 
statt 10 Tage) unterschieden. Beide Priiparate enthielten nach 
dem Trocknen im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
siure 89°/, Amylum und zeigten nur eine geringe Kigenreduktion. 
Sie lésten sich im siedenden Wasser zu einer klaren Fliissigkeit 
und wurden von #-Malzamylase zu 64°/, verzuckert. Fiir alle 
im folgenden beschriebenen Versuche sind diese Stirkepriiparate 
angewandt worden. 

Die Wirkung zunehmender Mengen f-Amylase auf eine 
1°/,ige Stiirkelésung erhellt aus der Fig. 1 und den Tab. II—V. 
Die Zahlen bei den Kurven geben die relativen Enzymmengen 
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Fig. 1. Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Reaktion der /-Malzamylase. 
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an. Wie ersichtlich, zeigt die f-Malzamylase folgende Regel- 
miBigkeiten: 

a) Die Abbaugrenze ist unabhiingig von der Enzym- 
konzentration. 

b) Die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion ist der 
Enzymkonzentration proportional. 


Tabellen II—V. 


8-Malzamylasewirkung auf lésliche Stirke. 
Angewandt: 50 ccm 2°/,ige Stirkelésung, 25 ccm n/10-Citratgemisch, py 5,0, 
5 cem Enzymlésung '/,)), (Konzentration 1) in 100 cem Gesamtvolumen. 
Bestimmungsprobe 10 cem. ¢: Zeit in Stunden, °/,: Maltose in °/, der 
Theorie, V: Reaktionsgeschwindigkeit in mg Maltose pro Stunde, k: Reak- 
tionsgeschwindigkeitskonstante der monomolekularen Reaktion, berechnet 
unter der Annahme, da8 nur 64°, der Stirke als Substrat bezeichnet 
werden darf. 40°, 


II. (Konzentration 1) 
































t °/, V k+104 
1 5,0 5,3 35 
3 15,5 5,5 40 
4 20,2 5,3 41 
5 24,9 5,0 43 
8 35,4 4,7 
24 59,4 
48 63,7 
III. (Konzentration 2) 
1 11,4 12,0 85 
2 21,0 11,1 86 
4 38,3 10,1 99 
5 44,5 9,4 103 
6 48,8 8,1 
7 53,0 
24 63,5 
IV. (Konzentration 5) 
1 27,1 28,6 239 
2 46,2 24.3 278 
3 57,3 20,2 327 
5 62,6 13,2 
6 63,3 
8 63,3 
24 64,8 
V. (Konzentration 10) 
48,3 51,0 
2 60,7 32,0 
3 63,0 22,1 
5 63,3 
24 64,7 
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c) Solange das Substrat im UberschuB anwesend ist, 
zeigt die Reaktion einen geradlinigen Verlaut. 

Es sei noch bemerkt, daB das Reaktionsgemisch nach Ablauf 
der Verzuckerung immer eine intensive Jodreaktion zeigte. 


Wirkungsweise der g-Malzamylase. 

Bis vor einigen Jahren unterschied man die beiden Malz- 
amylasen immer als ,,zuckerbildendes Enzym* und ,,dextrinbilden- 
des Enzym“. Diese Unterscheidung kommt auch in den von 
K. Ohlsson") eingefiithrten Namen ,Saccharogenamylase* und 
»Vextrinogenamylase* zum Ausdruck. Die ,,Dextrinogenamylase“ 


























Fig. 2. Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Reaktion der a-Malzamylase. 
Erklirung im Text. 

soll die Stiirke schnell zu Dextrinen, die sich durch Jod nicht 
mehr firben, abbauen und dabei nur eine relativ geringe Menge 
Maltose bilden. Wenn wir dennoch das reduzierende Vermégen, 
das bei der Wirkung der @-Malzamylase entsteht, als Maltose 
berechnet haben, so geschah dies, um einen Vergleich mit der 
B-Malzamylase méglich zu machen. 

Aus der Fig. 2 und den Tab. VI—XII geht die Wirkung 
zunehmender Menger «-Malzamylase auf lésliche Stiirke hervor. 
Auch hier ist die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion 
der Enzymkonzentration proportional, jedoch nur bei den 
niedrigsten KEnzymkonzentrationen. Sehr merkwiirdig ist das 
Auftreten einer Abbaugrenze. Zwar tritt diese nicht so 
scharf hervor wie bei der P-Amylase, dennoch ist aus dem Ver- 
lauf der Kurven deutlich zu ersehen, daB die Wirkung der 


a-Malzamylase eine starke Hemmung erfihrt, nachdem etwa 36°/, 
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Tabellen VI—XIL. 
a-Malzamylasewirkung auf lésliche Stirke. 


Angewandt: 100ccem 2°/,ige Stirkelésung, 50cem n/10-Citratgemisch, py 5,75, 
5ecem Enzymlésung 1/,,,)(Konzentration 1) in 200ccm Gesamtvolumen. ¢: Zeit in 
Stunden, °/,: Maltose in °/, der Theorie. Bestimmungsprobe 25 cem. 40° 





























/o° 
VI. (Konz. 1) | VII. (Konz. 2)} VIII. (Konz. 5) |[X. (Konz. 121/,)} X. (Konz. 20) 
to i oh "lo t | "lo t | Io t | %o t "lo 
| of ‘, | 11,5 i, | 23,0 | 27,9 1/, | 83,0 
: | oon 4 17,0 1 | 29,2 1), | 33,8 1/5 | 37,4 
1/, | 10,7 | 1%, | 19,7 1'/, | 31,0 1 35,3 | 11/, | 41,3 
: |/“244 21,3 | 24, | 32,1 1/, | 87,7 | 2"/, | 43,0 
15 | 141 | 2%, | 220 ] 18 | 330] 2 38,2 | 60 43,3 
40 | 14,2 | 21 23,6 | 21), | 38,8 | 
| 20 39,9 | 











Aktivierung der a-Malzamylase durch Erhitzen. 


Eine Lésung von a-Malzamylase '/;,. wurde wiihrend 15 Minuten auf 70° 
erhitzt, sodann schnell gekiihlt und filtriert. Angewandt: 50 ccm 2°/,ige 
Stirkelésung, 25 cem n/10-Citratgemisch, p;; 5,75, 10 bzw. 25 eem Enzym- 
lésung in 100 eem Gesamtvolumen. ¢: Zeit in Stunden, °/,: Maltose in °/5 
der Theorie. Bestimmungsprobe 25 cem. 40°. 
Jede Tabelle ist aus 2 Versuchsreihen zusammengestellt. 








XI. (Konzentration 16) XII. (Konzentration 40) 
t | “ly t | 
7 30,2 Th 35,8 
1), 35,4 1), 40,2 
1'/, 39,6 1/, 47,0 
21), 41,0 21/, 50,5 
60 57,5*) 36 75,2 











der mdglichen Menge Maltose gebildet worden sind. Die Er- 
hdhung der Enzymkonzentration hat um so weniger EinfluB auf 
die entstehende Zuckermenge, je mehr die Reaktion sich dieser 
Grrenze nihert. Die ganze Erscheinung erweckt den Eindruck, 
daB hier gerade das Restprodukt der f-Amylasewirkung 
in erster Linie angegriffen wird. Das rasche Verschwinden der 
Jodreaktion (bei der Enzymkonzentration 5 innerhalb 30 Minuten) 
erhéht noch diesen Kindruck. Die Grenze wird jedoch langsam 
iiberschritten, wobei eine andere Hemmungserscheinung hervor- 
tritt, wie aus den Tab. VI—X ersichtlich ist. Die Zuckerbildung 


*) Zu 10 eem dieses Reaktionsgemisches wurden 5 cem Enzymlésung 
gegeben und 40 Stunden spiiter der Zuckergehalt bestimmt: 78,5 °/o. 
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hort etwa 23/, Stunden nach der Zugabe des Knzyms nahezu 
vollstiindig auf. Es hat sich aber gezeigt, daB diese Hemmung 
durch Erhitzen der @-Amylaselésung auf 70° aufgehoben wird. 
Dies ist um so merkwiirdiger, als das @-Amylasepriiparat eben 
durch Erhitzen auf 70° hergestellt worden ist. Die Tab. XI—XII 
beziehen sich auf die Ansiitze mit dieser, durch Erhitzen akti- 
vierten Amylaselésung. Die bis 2'/, Stunden gefundenen Werte 
wurden in der Fig. 2 eingetragen (gestrichelte Kurven). Aus der 
Lage der Kurven zwischen 12+/, und 20 wurde die relative Knzym- 
konzentration zu 16 geschiitzt, fiir die andere Kurve ergibt sich 
daraus eine Konzentration 40. Diese Kurven schlieBen sich den 
anderen gut an, die Hemmung bei 36°/, bleibt bestehen. Der 
weitere Verlauf der Reaktion fiihrt aber zu dem iiberraschenden 
Resultat, daB von der a@-Malzamylase bis zu 78,5°/, der 
méglichen Menge Maltose gebildet werden kann. Das 
ist bedeutend mehr als die 8-Amylase (das sogenannte ,,zucker- 
bildende Enzym*“!) aus dem gleichen Stiirkepriiparat zu bilden 
vermag. Die Bezeichnung ,,Dextrinogenamylase* fiir die @-Malz- 
amylase ist also unrichtig, beide Amylasen sind , zuckerbildend“ 
und unterscheiden sich, soviel wir zur Zeit wissen, nur durch 
ihre verschiedene «@,$-Spezifitit voneinander, 


Das Pringsheimsche Komplement der Amylasen. 

Bevor wir zu einer Erklirung der Abbaugrenzen schreiten, 
mégen hier eiige Versuche beschrieben werden, die sich auf das 
Pringsheimsche Komplement der Amylasen beziehen, Die voll- 
stiindige Verzuckerung der Stiirke mittels Malzauszug gehort, wie 
zB. aus der Arbeit von Richard Kuhn (a. a. O.) hervorgeht, 
durchaus zu den Moéglichkeiten. Mir ist es bis jetzt nicht ge- 
lungen, die Stiirke mit Hilfe meiner Amylasepriiparate quantitativ 
zu Maltose abzubauen. Immer kam die Reaktion zum Stillstand, 
nachdem 80°/, entstanden waren. Von den meisten Forschern ist 
diese teilweise Verzuckerung beobachtet worden. Nach H. Prings- 
heim?) soll sich im Hefeautolysat und im pepsinverdauten 
HithnereiweiB ein Stoff befinden, das ,,Khomplement der Amylase“, 
das eine vollstiindige Verzuckerung bewirkt, wenn man es dem 
Reaktionsgemisch zusetzt. R. Kuhn und K. Sjéberg?!*) haben die 
Existenz des Komplements bestiitigen kénnen, von andern Forschern 
wird sie dagegen verneint.!?) Wir haben vergebens versucht, das 
Komplement aus frischer Bickerhefe oder aus frischer Bierhefe 
(bezogen von der ,,Brouwerij d’Oranjeboom* zu Rotterdam) her- 
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zustellen. Zwar trat eine Erhéhung des reduzierenden Vermiégens 
auf, diese mute aber der Wirkung von Maltase zugeschrieben 
werden, da nach Erhitzen des Autolysats auf 75° wihrend einiger 
Minuten der Effekt verschwunden war. Das Komplement soll 
aber thermostabil sein. Auch HiihnereiweiB, mit Pepsin behandelt 
bei p,, 2,0 und 30° wihrend 24 Stunden, ergab eine Erhéhung 
des reduzierenden Vermégens, diese war aber vollstiindig der 
figenreduktion des zugesetzten Priiparats zuzuschreiben. Vor 
kurzem berichteten H. Pringsheim, H. Borchardt und 
H. Hupfer’’), daB Glutathion die gleiche Wirkung ausiibt wie 
das Komplement. Ich habe darauf den EinfluB des Glutathions 
auf die Abbaugrenze und die Reaktionsgeschwindigkeit meiner 
Amylasepriiparate studiert und bin, wie aus den Tab. XIJI—XVI 
erhellt, zu vollig negativen Resultaten gekommen. Das an- 
gewandte Glutathion war ein Priiparat von F. Hoffmann La 
Roche & Co., A.-G. in Basel. Die vergleichenden Versuche wurden 
immer am gleichen Tage und mit den gleichen Enzym- und Stiirke- 
lésungen angestellt. Der Reduktionswert (in Kubikzentimeter 
n/10-Na-Thiosulfat) der zugesetzten Menge Glutathion wurde ge- 
sondert bestimmt und von den beobachteten Reduktionszahlen 
abgezogen. 

Fiir diese Ansiitze wurde auch das f-Amylasepriparat aus 
Weizen angewandt. Wie ersichtlich, zeigt auch dieses Priiparat 
eine Abbaugrenze bei 64°/,. 


Tabelle XIII. 
Einflu8 von Glutathion auf die Abbaugrenze. 


Angewandt: 10cem 1,6°/,ige Stirkelésung, 5 ccm Citratgemisch, py 5,1, 

5eem Enzymlésung 1/199, 2 cem 0,1°/,ige Glutathionlésung bzw. 2 cem 

destilliertes Wasser. Analyse des gesamten Reaktionsgemisches nach 24 
bis 30 Stunden, °/,: Maltose in °/, der Theorie. 40°. 























Nummer Enzympriiparat Zugabe */o 
1 a, §-Malzamylase Ohne 80,0 
2 desgl. desgl. 81,4 
3 desgl. Glutathion 80,5 
4 desgl. desgl. 80,5 
5 6-Amylase (Gerste) ohne 63,5 
6 desgl. Glutathion 63,2 
7 6-Amylase (Weizen) ohne 64,8 
8 desgl. desgl. 64,8 
9 desgl. Glutathion 64,2 
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Tabellen XIV—XVI. 


Einflu8 von Glutathion auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 
XIV. a-Malzamylase. 


Angewandt: 50 ccm 1,6°/,ige Stiirkelésung, 25 ecm n/10-Citratgemisch, p,, 5,8, 

10 cem 0,1°/,ige Glutathionlésung, 10 cem Enzymlésung 3/;59) in 100 ecm 

Gesamtvolumen. ¢: Zeit in Stunden, x: Maltose in Milligramm, °/,: Maltose 
in °/, der Theorie. Bestimmungsprobe 25 ccm. 40° 

















2 0/ 
t a ee er = a , ; ie . 
Ohne Glutathion Ohne | Glutathion 
1/, 67,5 | 67,0 32,3 | 32,0 
1, 15,3 | 15,1 36,1 | 85,9 
24 85,1 84,7 40,7 | 40,5 


XY. §-Malzamylase (aus Gerste). 


Angewandt: 50 cem 1,6°/,ige Stirkelésung, 25 cem n/10-Citratgemisch, py, 5,1, 
10 cem 0,1°/,ige Glutathionlésung, 10 cem Enzymlésung 1/15) in 100 cem 
Gesamtvolumen. ¢: Zeit in Stunden, x: Maltose in Milligramm, V: Reak- 
tionsgeschwindigkeit in Milligramm Maltose pro Stunde. 
Bestimmungsprobe 10 ccm. 40°. 























, x V 
Ohne | Glutathion Ohne | Glutathion 
1 8,3 | 8,4 8,8 8,4 
2 17,3 | 16,5 8,6 8,3 
3 24,9 | 25,1 8,3 8,4 








XVI. §-Amylase aus Weizen. 


Angewandt: 50 ccm 1,6°/, ige Stirkelésung, 25 cem n/10-Citratgemisch, py, 5,1, 
20 ccm 0,1°/,ige Glutathionlésung bzw. destilliertes Wasser, 5 ccm Enzym- 
lésung '/1o9,. Vgl. weiter Tab. XV. 























‘ a... _™ EY. . 
Ohne _ Glutathion Ohne | Glutathion 

1 11,0 10,3 11,0 | 10,3 

2 20,5 20,1 10,3 10,1 

8 29,6 | 30,5 9,9 | 10,2 


Die konstante Reaktionsgeschwindigkeit der §-Amylase tritt hier be- 
sonders deutlich hervor. 


C. Betrachtung der Starke 
als ein Gemisch von zwei mutameren Formen. 


Als einfachste Erklirung der Abbaugrenzen der beiden Malz- 
amylasen ergibt sich die Vorstellung, daB die Stiirke aus einem 
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Gemisch yon zwei chemisch verschiedenen Formen besteht, die 
(wenigstens in der Lésung) in dem Verhiiltnis 64:36 nebeneinander 
vorkommen. Diese Vorstellung basiert in erster Linie auf der 
Wirkungsweise der 6-Amylase. Der Abbau durch dieses Enzym 
zeigt eine scharfe Grenze und hingt nicht von der Enzymkonzen- 
tration ab. Das Restprodukt, die Wijsmansche Erythrogranulose, 
kann, da es nicht reduziert, kein Abbauprodukt sein; es ist offenbar 
ein Bestandteil der Stiirke, der von der £-Amylase nicht hydro- 
lysiert werden kann. Die beiden Stiirkeformen méchten wir nach 
den Amylasen, von denen sie verzuckert werden, @-Stiirke und 
f-Stirke nennen. Das Gemisch ist also aus 64°/, #-Stiirke und 
36°/, «-Stirke zusammengesetzt. Diese Zusammensetzung nun 
stimmt so genau mit der Zusammensetzung der Gleichgewichts- 
lésungen von Maltose und Glucose iiberein, daB hier nicht an 
einen Zufall gedacht werden kann. Nach C. 8. Hudson und 
EK. Yanowsky’*) enthilt die Gleichgewichtslésung von Maltose 
64°/, @-Maltose neben 36°/, @-Maltose, wiihrend sich aus der 
spezitischen Drehung von @«-Glucose ([¢],=-+ 109,6), f-Glucose 
([¢])= + 20,5) und @,f-Glucose ([@],=-+ 52,3) ebenfalls ein Ver- 
hiiltnis 64°/, @ zu 36°/, @ errechnen libt.*) Wir schlieBen daraus, 
daB es sich bei der Stirke gleichfalls um mutamere Formen 
handelt, d. h. die beiden Stirkeformen miissen sich unter 
giinstigen Bedingungen ineinander umsetzen kénnen. 
Die Beobachtung der Abbaugrenzen verdanken wir deshalb nur 
dem gliicklichen Umstand, daB in dem von uns angewandten 
Stiirkepriiparat die Umsetzung der beiden Formen ineinander 
stark gehemmt wird. Die Ursache dieser Hemmung 1laBt sich 
natiirlich ohne niihere Untersuchungen nicht angeben, es ist aber 
wahbrscheinlich, daB sie in dem Zustande der kolloiden Teilchen 
(Molekiilaggregate) gefunden werden mu. Aus der scharfen Ab- 
baugrenze der B-Amylase und aus der Tatsache, daB das Rest- 
produkt von diesem Enzym kaum angegriffen wird, geht hervor, 
daB die @-Stiirke sich unter den Versuchsbedingungen fast gar 
nicht in die P-Stiirke umlagern konnte. Die #-Stirke dagegen 
erleidet augenscheinlich eine merkliche Umsetzung in die @-Form. 

Da aus der @-Stiirke @-Maltose, aus der #-Stiirke #-Maltose 
entsteht, miissen die beiden Stiirkeformen sich in erster Linie 
durch die Natur der darin enthaltenen Glucosidbindungen von- 





*) Die Drehungszahlen sind P. Karrers Lehrbuch der Organischen 
Chemie (Leipzig 1928) entnommen, 8. 320. 
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einander unterscheiden. Es ist aber nicht wahrscheinlich, dab 
es sich hier um ,normale“ Glucosidbindungen, so wie sie sich in 
den Di- und Trisacchariden befinden, handelt, da diese sehr un- 
beweglich sind. Wenn wir mit P. Karrer*®) annehmen, da die 
Stirke vollstiindig aus Maltosegruppen aufgebaut ist, so kénnen 
die ,a“- und ,6“-Bindungen, im Sinne der e- und #-Amylasen, 
als lockere Glucosidbindungen zwischen diesen Maltosegruppen 
betrachtet werden. Zu einer genaueren Formulierung dieser 
Bindungen wird man lediglich auf Grund der enzymatischen 
Analyse wohl nicht gelangen kénnen. 
a-Stirke (36°/,) ~———™ @-Stirke (64°/,) 





u (durch o«-Amylase) (durch §-Amylase) 
a-Maltose 8-Maltose 

Obenstehendes Reaktionsschema gibt an, wie die Gesamt- 
menge der Stiirke von ¢-Amylase in @-Maltose oder von f-Amylase 
in £-Maltose iibergefiihrt werden kann, wenn die beiden Stiirke- 
formen sich unbehindert ineinander umlagern kénnen. Dies war 
offenbar der Fall bei der Stiirke (mittels Elektrodialyse ge- 
reinigte Amylose nach Sherman und Baker), die Richard 
Kuhn zu seinen polarimetrischen Versuchen benutzte. Der Uber- 
gang der beiden Stiirkeformen ineinander wird selbstverstiindlich 
mit einer Anderung des Drehungsvermigens zusammengehen 
miissen. Wenn wir auf Grund der Analogie mit den beiden 
Maltose- und Glucoseformen annehmen, dab die e@-Stiirke ein 
héheres spezifisches Drehungsvermégen besitzt als die £-Stiirke, so 
muB der Ubergang der #-Stiirke in die @-Stiirke, der zufolge 
die «-Amylasewirkung stattfindet, von einem Anstieg des Drehungs- 
vermégens begleitet sein. Daraus erklirt sich vielleicht der von 
Kuhn beobachtete intermediire Drehungsanstieg bei der Wirkung 
der Pankreasamylase. 

Die Jodreaktion. Die Erscheinung, dali die Jodreaktion 
nur bei der Wirkung der e-Amylasen verschwindet, deutet daraut 
hin, daB nur die «-Stiirke befihigt ist, sich mit Jod zu fiirben. 
Die Jodreaktion ist somit durch die Gezenwart der .,¢“-Bindung 
bedingt. 

Uber die Frage, ob es sich bei den verschiedenen Farben- 
ténen, die man unter verschiedenen Bedingungen erhiilt, gleichfalls 
um Strukturunterschiede oder aber um kolloidchemische Unter- 
schiede handelt, gehen die Meinungen auseinander.”!) M.Samec??) 
unterscheidet Amyloamylosen mit blauer Jodfarbe, Erythro- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. 13 
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amylosen mit roter Jodfarbe und Achrooamylosen, die keine Jod- 
farbe zeigen. Unsere Erythrogranulose (@-Stiirke), die mit wenig 
Jod eine blaue, mit viel Jod eine purpurne Farbe zeigt, sollte 
nach der Samecschen Anschauung ein Gemisch von Amylo- und 
Erythrokérper enthalten. Wir kommen spiiter auf diese Frage 
zuriick; dort werden wir auch Gelegenheit haben, unsere Vor- 
stellung mit den Ergebnissen anderer Forscher zu vergleichen. 

Verbreitung von g-Amylasen und $-Amylasen in der 
Natur. Die Zusammensetzung eines amylasehaltigen Extraktes 
laBt sich, wie wir in der I. Mitteilung dargelegt haben, in ein- 
fachster Weise mit Hilfe des Wijsmanschen Diffusionsversuches 
studieren. Schon M. W. Beyerinck?*’) hat mittels dieser Methode 
viele pflanzliche und tierische Amylasen untersucht. Aus seinen 
Versuchen ergibt sich, da8 Pankreasamylase, Speichelamylase und 
die Amylase einer Bakterie (Granulobacter) nur ein farbloses 
Diffusionsfeld zeigen, d. h. nur @a-Amylase enthalten. Eine groBe 
Zahl pflanzlicher Amylasen dagegen zeigte einen purpurnen Ring, 
enthielt also ein Gemisch von g-Amylase und f-Amylase. Ge- 
nannt werden in der Beyerinckschen Arbeit: Amylase aus 
keimenden Samen von Weizen, Roggen, Vicia faba, Pisum 
sativum und vielen anderen Gramineen und Papilionaceen; 
ferner Amylase aus den Fruchtknoten von Phaseolus und 
Cytisus, den Blattstielen von Robinia, den Knollen von Sagit- 
taria sagittaefolia, usw. Nur Mais bildete eine Ausnahme. 

Diese Versuche wurden von mir wiederholt mit keimenden 
Samen von Weizen, Mais, Hafer, Roggen, Pisum sativum, 
Vicia faba und Phaseolus multiflorus. Die gekeimten Samen 
wurden zerschnitten und mit Wasser extrahiert. Kleine Tropfen 
des Extraktes sowie Gewebestiickchen wurden auf Stirke—Gela- 
tineplatten gelegt. Die Diffusion fand wiihrend 6 Tagen im Kiihl- 
schrank statt. Alle Priiparate zeigten einen purpurnen Ring, nur 
beim Mais und Pisum sativum war dieser sehr schmal. 

Da auch ,/Takadiastase“ (Aspergillusamylase) zu den ¢-Amy- 
lasen gehért, kommen wir zu dem SchluB, daB die §-Amylase 
nur in der griinen Pflanze vorzukommen scheint. Im 
Tierkérper und in den Pilzen trifft man nur ¢-Amylasen an, und 
da die Amylasen, aller Wahrscheinlichkeit nach, nicht nur hydro- 
lysierend wirken, sondern auch an der Synthese der Polysaccharide 
heteiligt sind, so kann in den genannten Organismen nur «@-Stiirke 
gebildet werden. Wenn diese auch hier schwierig in die #-Form 
iibergeht, so mu das Glykogen, das man bekanntlich im Tier- 
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kérper und in den Pilzen statt der gewoéhnlichen Stirke antrifft, 
eine groBe Menge «-Stiirke enthalten. Diese Uberlegungen fiihrten 
uns dazu, auch das Glykogen der enzymatischen Analyse zu 
unterziehen. 


Die enzymatische Analyse von Glykogen und anderen Stirkearten. 
Die Fig. 3 gibt ein Bild von der Wirkung der beiden Malz- 
amylasen auf Glykogen, Erythrogranulose (@-Stiirke) und lésliche 
Stirke. Die gestrichelten Kurven geben die Wirkung der #-Amy- 
lase an; Z/ (lésliche Stiirke), G? (Glykogen) und Ef (KErythro- 
granulose). Die gezogenen Kurven Za, Ga und Ea beziehen sich 
auf die Versuche mit @-Amylase. 


(re 





Fig. 3. Vergleichende Versuche mit léslicher Starke (Z), Erythrogranulose (E) 
und Glykogen (G). Abszisse: Zeit in Stunden; Ordinate: Maltose in Milligramm. 


Angewandt wurde ,,Glykogen puriss. Merck“, dessen Gehalt an Amy- 
lum nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
siiure 90,2°/, betrug. Die Herstellung der Erythrogranulose wurde schon 
in der ersten Mitteilung beschrieben. **) 


Zusammensetzung der Reaktionsgemische. 

50 cem 1°/,ige Lésung von Stirke, Erythrogranulose oder Glykogen; 
25 cem n/10-Citratgemisch py 5,00 (3-Amylase) bzw. py 5,75 (a-Amylase); 
10 cem Enzymlésung */,9.. in 100 cem Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 
25 ecm. 40°. 

Es geht aus diesen Versuchen hervor, daBb Glykogen ein fast 
ebenso schlechtes Substrat fiir die f-Amylase ist als @-Stirke. 
Auch bei lingerer Einwirkung wird nur ein geringer Teil des 
Glykogens verzuckert, nach 24 Stunden hatte sich in 25 cem des 
Reaktionsgemisches 19,6 mg Maltose = 15°/, der theoretischen 
Menge gebildet. Das Glykogen besteht also zu mehr als 
80°/, aus a-Stirke. 


0 
13* 
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Auch der ¢-Malzamylase gegeniiber zeigen @-Stiirke und Gly- 
kogen nahezu das gleiche Verhalten. Es tritt im Reaktionsgemisch 
bald eine Ausflockung und damit eine Einstellung der Zucker- 
bildung auf. 

Wiihrend die lésliche Starke eine sehr klare Lésung ergibt, 
zeigen die Lésungen von Glykogen und Erythrogranulose eine 
merkliche Opalescenz, welche beim Sieden nicht verschwindet. 
Die Jodreaktion des Glykogens ist bekanntlich rotbraun, die der 
Erythrogranulose blau bis purpur. Einen groBen Wert darf man 
diesem Farbunterschied unserer Ansicht nach nicht beilegen. 
Wenn Erythrogranulose oder lésliche Stiirke mit @-Malzamylase 
behandelt wird, sieht man die blaue Jodreaktion sehr bald (inner- 
halb weniger Minuten) in die rotbraune des Glykogens iibergehen. 

Wir bestimmten auch die spezifische Drehung unserer Stiirke- 
priiparate im 2 dm-Rohr bei 20° (Halbschattenapparat nach 
Laurent mit Natriumlampe). 


Lisliche Stirke, 2°/,, [@]?° = + 215° 
Erythrogranulose, 0,4°/,, [@]?° = + 194°. 
Glykogen, 0,5°/,, [@]?® =-+ 197° 


Das Glykogen zeigt fast das gleiche spezitische Drehungs- 
vermogen als die Krythrogranulose. Auffallend ist die hohe Drehung 
der léslichen Stiirke, die gerade einen niedrigen Drehungswert 
hiitte zeigen sollen, da sie f-Stiirke enthilt. Es ist aber zu be- 
achten, dai die optische Drehung der Stiirkelésungen sehr stark 
von der Vorgeschichte dieser Lisungen abhiingig ist.?5) Die hier 
beobachtete Drehung darf somit nicht ohne weiteres als die wirk- 
liche Drehung des Stiirkegleichgewichtsgemisches betrachtet werden. 


Analyse anderer Stirkearten. 

Neben Kartoffelstiirke haben wir Weizenstiirke, Buchweizen- 
stiirke und westindisches Arrowroot untersucht, und zwar in der 
wléslichen® Form. Die Stirken wurden wiihrend 15 Tagen bei 
Zimmertemperatur mit 77/,°/) iger Salzsiiure behandelt (Wechseln 
der Siure jeden zweiten Tag), sodann mit Wasser, Athylalkohol 
und Ather gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter 
Schwefelsiiure getrocknet. Das Arrowroot liste sich im siedenden 
Wasser glatt zu einer sehr klaren Fliissigkeit. Beim Loésen der 
Weizenstiirke und Buchweizenstiirke verblieb ein Rest in der 
Form eines flockigen Niederschlages, der durch Filtration entfernt 
wurde. Das Filtrat wurde wiihrend 10 Minuten im Sieden ge- 
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halten, dann gekiihlt und fiir die Ansiitze verwendet, nachdem 
die Konzentration bestimmt worden war. 


Tabellen XVII—XVITI. 
XVII. 6-Malzamylase. 


Angewandt: 50 cem Stirkelésung, 25 ccm n/10-Citratgemisch, p,;,; 5,1, 25 eem 
Enzymlésung 34/19). Bestimmungsprobe 25cem. 40° ¢: Zeit in Stunden. 
Die Zahlen geben die gebildeten Mengen Maltose in °/, der Theorie an. 








Weizen Buchweizen W. I. Arrowroot 











P Konz. 0,428 Konz. 0,404 Konz. 0,564 
1 42,7 39,6 34,2 
3 60,0 57,8 61,2 
24 66,3 62,5 65,2 


Ein zweiter Versuch mit Weizenstiirke ergab nach 24 Stunden 
- | 66,8 | - | - 


XVIII. a-Malzamylase. 


Angewandt: 50 cem Stirkelésung, 25 ccm Citratgemisch, p,, 5,80, 10 ccm 

Enzymloésung 2/,9), in 100 cem Gesamtvolumen. Bestimmungsprobe 25 ccm. 

Die Enzymkonzentration wurde so gewiihlt, daB aus einer 0,5°/,igen Kartoffel- 
stiirkelésung in 11/, Stunden 36°/, Maltose gebildet wurden. 40°. 














t Weizen Buchweizen W. I. Arrowrcot 
1}/, 34,5 35,5 86,5 
Qh), 37,1 87,0 87,8 

24 44,2 40,5 39,7 


Aus den Tab. XVII—XVIII geht hervor, dab auch in diesen 
Stirkearten die beiden Stirkeformen in dem Verhiltnis 64:36 
nebeneinander vorkommen. Nur bei der Weizenstiirke geht die 
Verzuckerung ein wenig iiber die Abbaugrenze der §-Amylase 
hinaus. 


E. Ergebnisse und Vorstellungen anderer Forscher. 

Das Auftreten einer Abbaugrenze bei der Wirkung der Amy- 
lase aus ungekeimter Gerste (also, wie wir jetzt wissen, der @-Amy- 
lase) und die merkwiirdigen Eigenschaften des Restproduktes 
haben wiederholt die Aufmerksamkeit der Forscher erregt. 

H. P. Wijsman, dessen Arbeit in der I. Mitteilung besprochen 
worden ist, hat das Restprodukt der Gerstenamylase, das er 
Erythrogranulose nannte, hergestellt. Er beschreibt es als ein 
weiBes Pulver, ohne Kigenreduktion, das sich durch Jod purpurn 
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firbt und nur von der ,,Dextrinase“ (¢-Amylase) angegriffen wird 
unter Bildung eines Dextrins, das sich mit Jod nicht mehr firbt. 

Sodann kommt J. L. Baker?) zu dem Befund, daB Gersten- | 
aiylase bei 50° aus léslicher Stirke 60°/, der theoretisch még- 
lichen Menge Maltose bildet. Das Restprodukt, von ihm e«-Amylo- 
dextrin genannt, kennzeichnet sich durch blaue Jodreaktion, ge- 
ringe Kigenreduktion und eine spezifische Drehung [@], = + 190 
bis 195. 

K.Sjéberg?’) findet gleichfalls eine Abbaugrenze der Gersten- 
amylase bei 59—61°/,, das ,.Restdextrin* zeigt keine Kigenreduk- 
tion, wenn man es vollstiindig von Maltose befreit, und zeigt nach 
ihm die spezitische Drehung [@]ag gem = + 158. 

Ausfiihrlicher miissen wir auf die Arbeiten von A. R. Ling 
und D. R. Nanji®’) hinweisen, da diese Autoren, wohl ohne sich 
dessen bewubt zu sein, mit den mehr oder weniger vollstiindig 
getrennten Malzamylasen gearbeitet haben. Sie behandeln Stirke- 
kleister bei 50° mit durch Alkohol gefillter Amylase aus un- 
gekeimter Gerste und beobachten dabei die Bildung von 66—67°/, 
der theoretischen Menge Maltose. Da eine, nach der Ausfrier- 
methode hergestellte Amylose vom gleichen Enzympriiparat voll- 
stiindig verzuckert wurde, betrachten sie diese Behandlung als 
die richtige Methode zur Trennung der beiden Stiirkekomponenten 
Amylose und Amylopektin, die sich somit in dem Verhiiltnis 2:1 
in der Stiirke betinden sollen. Und zwar nicht nur in der Kar- 
toffelstiirke, sondern auch in andern Stiirkearten (Weizen, Gerste, 
Reis). Das Restprodukt der Gerstenamylasewirkung betrachten 
sie als Depolymerisations- bzw. Verseifungsprodukt des Amylo- 
pektins und nennen es @,f-Hexaamylose. Ks besitzt ein Drehungs- 
vermigen [@], = + 193 und zeigt keine Kigenreduktion. Als sie 
es bei 70° mit Malzamylase, die vor der Kinwirkung auf diese 
Temperatur erhitzt worden war (also mit a@-Malzamylase) be- 
handelten, entstand eine Hexatriose, deren Osazon von Emulsin 
in Glucose und Maltosazon, von Hefemaltase dagegen in Glucos- 
azon und Isomaltose zerlegt werden konnte. Ling und Nanji 
nehmen daher in der @,8-Hexaamylose eine erhebliche Zahl 
$-Glucosidbindungen an, wiihrend der Baustein der Amylose, die 
a-Hexaamylose, nur @-Glucosidbindungen enthalten soll. | 

Zu diesen Arbeiten kénnen wir bemerken, daS wir auf Grund 
unserer eigenen Erfahrungen die Methode von Ling und Nanji 
zur Trennung der beiden Stiirkekomponenten tatsiichlich als die 
richtige betrachten, Nur soll man kiinftig das angewandte -Amy- 
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lasepriiparat auf Einheitlichkeit priifen und auch bedenken, dab 
nicht jedes Stiirkepriiparat sich zu der Trennung der beiden Be- 
standteile eignet. 

Es wird aber deutlich sein, daB ihre Anschauung _hinsicht- 
lich der Konfiguration der beiden Stiirkekomponenten unmdglich 
richtig sein kann. Denn die Amylase, die nur ihre Amylose an- 
greift, ist ja gerade die #-Amylase. Ihre «,f-Hexaamylose ist 
selbstverstiindlich identisch mit unserer e@-Stiirke. Da sie ent- 
weder von f-Amylase oder von Emulsin angegriffen wird, kann 
sie unmdglich #-Bindungen enthalten. Dies steht aber augen- 
scheinlich im Widerspruch mit den Eigenschaften der durch 
a-Amylase aus ihr hervorgehenden Hexatriose. H. Pringsheim*’) 
hat auf diesen Widerspruch in der Ling und Nanjischen Arbeit 
hingewiesen. Er hilt es fiir so gut wie ausgeschlossen, daB im Laufe 
der enzymatischen Hydrolyse #-Bindungen wiirden entstehen kénnen. 

Unserer Ansicht nach ist es aber durchaus méglich, dab bei 
der zufolge der gw-Amylasewirkung auftretenden Desintegration 
der a-Stirketeilchen, ein Teil der @-Stiirke sich in die f-Stiirke 
umlagert. In dieser Weise wiirde sich auch die schon friiher 
beschriebene Erscheinung, daf die Erythrogranulose nach vorher- 
gehender Behandlung mit @-Amylase auch fiir @-Amylase angreif- 
bar wird*®), erkliren lassen. 

Uber die Abbaugrenze der @-Malzamylase fanden wir nur 
eine Angabe, und zwar bei F. Polak und A. Tychowsky.*) Sie 
berichten, daB Malzextrakt, das wihrend 15 Minuten auf 70° er- 
hitzt worden war, aus Amylose (nach Sherman und Baker) mit 
groBer Geschwindigkeit 35°/, der theoretischen Menge Maltose 
bildet, wobei die Jodreaktion verschwindet; die weitere Ver- 
zuckerung erfolgt viel langsamer. 

Selbstverstiindlich wird jede a-Amylase mit einem geeigneten 
Stirkepriiparat diese Hemmung zeigen miissen. Kine Andeutung 
dariiber fanden wir in einigen Tabellen von Richard Kuhn. *?) 
Gereinigte Pankreasamylase auf Amylose nach Sherman und 
Baker zeigte eine starke Hemmung, nachdem sich etwa 40°/, 
Maltose gebildet hatte; bei der Wirkung von Takadiastase auf 
dialysierte Lintnerstirke trat diese Hemmung bei 35—36°/, 
Maltose auf. 

Wenn wir auch R. Kuhn die Entdeckung der @,f-Spezititit 
der Amylasen verdanken, so hat dennoch schon Ch. Philoche **) 
festgestellt, daB Pankreasamylase und Malzamylase spezifisch ver- 
schieden sein miissen. Sie griindet ihre Ansicht auf die ver- 
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schiedene Wirkung dieser beiden Enzyme aut Glykogen. Stiirke 
und Glykogen werden von Pankreasamylase leicht hydrolysiert, 
von Malzamylase aber wird das Glykogen nur ganz schwierig an- 
gegriffen. Sie erblickt darin eine ,,Anpassung* der tierischen Amy- 
lase an die tierische Starke, die im Lebenslauf der Pflanze nie 
auftritt und daher vom Malzenzym nicht verzuckert zu werden 
braucht. Auch G. 8S. Eadie*4) hat beobachtet, daB Glykogen kein 
geeignetes Substrat fiir die Malzamylase ist. 

Wie wir gezeigt haben, ist die 5-Amylase des Malzes fiir diese 
Erscheinung verantwortlich. Die ,,Anpassung“ der Pankreasamylase 
an Glykogen erklirt sich demnach aus der Tatsache, daB hier 
eine @-Amylase auf @-Stirke wirkt. 

Schon vor mehreren Jahren hat H. Pringsheim**) auf die 
Ubereinstimmung des Glykogens mit dem ,Amylopektin“ hin- 
gewiesen, und besonders die Ergebnisse des chemischen Abbaus 
haben ihn dazu gefihrt, ,Amylopektin* und Glykogen als iden- 
tische Polysaccharide anzusprechen. Wegen der Zweideutigkeit 
des Begriffes ..Amylopektin® (vgl. Abschnitt A) ist es von groBer 
Wichtigkeit zu wissen, welches ,,Amylopektin* hier gemeint ist. 
Nach Pringsheim mu das Trennungsverfahren von Samec, 
das aus Kartoffelstiirke 83°/, Amylopektin ergibt, als das richtige 
bezeichnet werden: ,,Wenn gelegentlich ganz andere Zahlen fiir 
den Gehalt der Stiirke an Hiill- und Inhaltssubstanz angegeben 
werden, dann handelt es sich entweder nicht um Kartoffelstirke 
oder es wurden Trennungsmethoden herangezogen, die zu falschen 
Ergebnissen fiihrten.**®) Um so merkwiirdiger ist es, daB er bei 
seinen Versuchen die Trennungsmethode von Ling und Nanji 
anwendet: ,,Um das Amylopektin frei von Amylose zu erhalten, 
behandle ich es im Verfolge eines Vorschlages von Ling bei 
Zimmertemperatur mit einer mit Alkohol gefillten Amylase aus 
ungekeimter Gerste, durch welche die Amylose schneller als das 
Amylopektin gespalten wird. Unter Verzicht auf einen Teil des 
Amylopektins kommt man so in verhiiltnismiBig kurzem Arbeits- 
gange zu einem amylosefreien Priiparat’, usw.*°) Aus der Berichte- 
Arbeit von Pringsheim geht aber hervor, daB seine Ausbeute 
an Amylopektin nur 28°/, betrug®’), was mit dem eben zitierten 
Gedankengange schwierig in Ubereinstimmung zu bringen ist, denn 
neben der relativ geringen Menge Amylose (17°/, der Stiirke) 
sollten 55°/, der Stiirke (also 66°/, der Gesamtmenge des Amylo- 
pektins) verschwunden sein. Uns befremdet aber diese niedrige 
Ausbeute nicht, da dieses ,Amylopektin* nichts anderes 
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als unsere a-Stirke gewesen sein kann. Wir kommen somit 
zu dem Schluf8, daB die von Pringsheim dargelegte Identitit 
dieses ,Amylopektins* mit dem Glykogen, in den Ergebnissen 
der enzymatischen Analyse eine Bestiitigung findet. 

Vor kurzem erschien eine Arbeit von M. Samec und E. Wald- 
schmidt-Leitz (nach Versuchen von Z. Canié) in der iiber die 
enzymatische Spaltbarkeit der Amylo- und Erythrokérper aus 
Stiirke berichtet wird.**) Angewandt wurden Pankreasamylase, 
Malzamylase und Gerstenamylase, also eine ¢-Amylase, ein Gemisch 
von @- und #-Amylase und eine f-Amylase. Die Amyloamylose 
wurde von den drei genannten Enzymen vollstiindig verzuckert. 
Bei den Versuchen mit Pankreasamylase verschwand die Jod- 
reaktion vollstindig, nachdem 54°/, Maltose entstanden waren, 
mit Gerstenamylase blieb sie fast bis zum Ende der Verzuckerung 
bestehen. Die Erythroamylose wurde nur von der Malzamylase in 
hohen Konzentrationen vollstiindig verzuckert, von der Pankreas- 
amylase und von der Gerstenamylase dagegen nur zum Teil. 

Samec und Waldschmidt-Leitz ziehen aus diesen Ver- 
suchen den SchluB, daB sich in der Stiirke mindestens 2 Atom- 
grupplerungen befinden miissen: eine jodbliuende Amylogruppierung 
und eine jodrétende Erythrogruppierung, wobei es sich um typische 
Sauerstoffgruppierungen handeln soll. | 

Da aber bei der Hydrolyse der Amyloamylose durch Pan- 
kreasamylase die blaue Jodreaktion bald in eine rotbraune iiber- 
geht, die dann allmihlich iiber rot, rosa und gelb verschwindet 
und auch bei der Wirkung der Gerstenamylase die Jodfarbe immer 
rétlicher wird, mu8 man wohl annehmen, dai sich auch in der 
Amyloamylose Erythrokérper befinden. Irgendeine Beziehung 
zwischen den spezifisch verschiedenen Amylasen und den beiden 
Atomgruppierungen liBt sich dann aus diesen Versuchen gar nicht 
herauslesen; die geringere Verzuckerungsfihigkeit der Erythro- 
amylose kann ihre Ursache sehr gut in dem kolloiden Zustand 
dieses Priiparates finden. 

Betrachtet man aber die Amyloamylose als ein Gleichgewichts- 
gemisch von a@-Stirke und #-Stirke, se lassen sich die Versuchs- 
ergebnisse von Z. Canié leicht erkliiren. Da die Amyloamylose 
von den beiden Amylasearten vollstindig verzuckert wird, miissen 
wir annehmen, daB sich die beiden Stiirkeformen in diesem Priipa- 
rat leicht ineinander umlagern kénnen, Lift man nun Gersten- 
amylase auf Amyloamylose wirken, so wird nur die #-Stirke an- 
gegriffen; zur Wiederherstellung des Gleichgewichtes lagert sich 
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sodann ein Teil der @-Stiirke in die ?-Stiirke um, welche dann 
wieder verzuckert wird, usw. Es bleibt also bis zum Ende eine 
immer geringer werdende Menge «-Stiirke im Reaktionsgemisch 
anwesend und da nur diese Stirkeform sich durch Jod_ firbt, 
wird die Jodreaktion erst verschwinden im Augenblick, da die 
Verzuckerung beendet ist. 

Der Malzauszug zeigt iiberwiegend ?-Amylasewirkung, daneben 
ist aber die g-Amylase imstande, sich mit der @-Stiirke zu ver- 
binden. Daraus erklirt sich, dab bei der Wirkung der Malz- 
amylase die Jodreaktion nicht bis zum Ende bestehen bleibt. 

Die Pankreasamylase dagegen verbindet sich mit der sich 
durch Jod firbenden Starkeform, dieses Enzym mu daher zu 
einem viel rascheren Verschwinden der Jodreaktion AnlaB geben. 

Ks sei noch erwihnt, daB die von uns beobachtete Hemmung 
der @-Amylasewirkung in der Nihe von 36°/,, sich auch bei der 
Wirkung der Pankreasamylase in geringer Konzentration auf 
Erythroamylose bemerklich macht. 


Auch an dieserStelle méchte ich Herrn Prof. Dr. F.A. F.C. Went 
danken fiir das férdernde Interesse, daB er dieser Arbeit zuteil 
werden lieb. 

Herrn Prof. Dr. H. R. Kruyt verdanke ich ebentalls manch 
wertyollen Ratschlag. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde auf die Zweideutigkeit der Begriffe ,,Amylose“ 
und ,,Amylopektin“ hingewiesen. ,,Amylopektin“ bezeichnet einer- 
seits ,Stiirke im Gelzustand“, andrerseits ,,.Restprodukt der Gersten- 
amylasewirkung* 

2. Aus einer nach einer modifizierten Lintnerschen Methode 
lislich gemachten Kartoffelstiirke bildet die @-Malzamylase 64°/, 
der theoretisch méglichen Menge Maltose. Diese Abbaugrenze 
ist von der Enzymkonzentration unabhiingig. Die Anfangs- 
geschwindigkeit der Verzuckerung ist der Enzymkonzentration pro- 
portional; bei geringer Enzymkonzentration ist die Reaktions- 
geeschwindigkeit konstant. 

Bei der Wirkung zunehmender Mengen e-Malzamylase tritt 
eine starke Hemmung auf, nachdem sich etwa 36°/, der theo- 
retisch miglichen Menge Maltose gebildet hat. Die Anfangs- 
seschwindigkeit der Reaktion ist der Enzymkonzentration, solange 
diese gering ist, proportional. Durch Erhitzen der EKnzymlésung 
auf 70° wird diese aktiviert und bildet dann 36°/, Maltose mit 
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erober Geschwindigkeit, wiihrend die weitere Verzuckerung bis 
zu 78°/, viel langsamer erfolgt. 

Zusatz von Glutathion beeinfluBt entweder die Abbaugrenzen 
oder die Reaktionsgeschwindigkeiten der beiden Malzamylasen. 

3. Auf Grund der enzymatischen Analyse und der Analogie 
mit den Gleichgewichtslisungen von Maltose und Glucose wurde 
die Stiirke betrachtet als ein Gemisch von zwei mutameren Formen 
a-Stiirke und f#-Stiirke, die sich in der Gleichgewichtslisung im 
Verhiltnis 36:64 nebeneinander befinden. Nur die @-Stiirke be- 
sitzt die EKigenschaft sich durch Jod zu fiirben. 

4. Die f-Amylase ist ein Enzym der griinen Pflanze, in 
Tierkérper und in den Pilzen kommen nur @-Amylasen vor; in 
diesen Organismen kann daher nur @-Stiirke gebildet werden. 
Glykogen besteht in Ubereinstimmung damit fast ausschlieBlich 
aus a-Stirke. Andere Stiirkearten (Weizen, Buchweizen, Arrow- 
root) enthalten die beiden Formen in dem Verhiltnis 36:64, 
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XXX. Mitteilung: 


II. Zur Methodik der quantitativen Carnosinbestimmung. 
Uber die Desaminierung des f-Alanins mittels salpetriger Saure. 
Von 


L. Broude. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1932.) 


In der XXVII. Mitteilung’) habe ich einen Versuch einer 
quantitativen Carnosinbestimmung mitgeteilt. Das Prinzip des 
Verfahrens griindete sich auf eine Uberfiihrung des im Carnosin- 
molekiil vorhandenen f-Alaninrestes in Hydracrylsiiure, dann in 
Acrylsiiure und auf eine Bestimmung der an die Doppelbindung 
derselben gebundenen Brommenge. Dabei wurde ein bestiindiges 
Defizit von 13—14°/, erhalten, das aller Wahrscheinlichkeit nach 
hauptsiichlich durch Nebenreaktionen bei der Desaminierung des 
8-Alaninrestes mittels salpetriger Siure bedingt war. Es war 
von Interesse diese schon liingst bekannte, aber, wie sich erwiesen 
hat, noch wenig erforschte Reaktion niher zu studieren um die 
Ursache des Defizits zu erkliiren und méglicherweise auch einen 
Weg zu seiner Beseitigung zu finden. Man konnte vermuten, dab 
bei der Desaminierung von f-Alaninresten auBer Hydracrylsiiure 
noch Acrylsiiure entstehe, die dann bei Zerstérung von iiber- 
schiissiger salpetriger Siiure reduziert werde. AuBerdem muBte 
man noch die Méglichkeit einer Bildung von Kohlen-, Ameisen-, 
Essig-, Oxal-, Malon-, Glyoxyl-, Formylessig-, Glykol-, Milch-, 
Glycerin-, Tartron-, Brenztraubensiiure und Acetaldehyd in Er- 
Wiigung ziehen. 

Das zur Desaminierung nétige §-Alanin habe ich aus #-Jodpropion- 
siiure (Kahlbaum) nach E. Afbderhalden und A. Fodor?) synthetisiert; 
das Priiparat reagierte neutral gegen Lackmus und enthielt keine Halogene 
und kein Ammoniak. Die Desaminierung wurde in einem Kjeldahl- 
kolben, der mit einem doppelt durchbohrten Gummipfropfen versehen war, 


ausgefiihrt. Durch eine Bohrung war ein kleiner Tropftrichter, dessen 
Ende fast bis zum Boden reichte, eingesetzt, durch die andere ein ableitendes 


1) Diese Z. 173, 1 (1928). 
2) Diese Z. 8d, 114 (1913). 
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Rohr, das mit einer mit Natronlauge gefiillten Tisschenkoflasche verbunden 
war. Das §-Alanin wurde in dem Kjeldahlkolben in wenig Wasser gelést, 
mit Nitritlsung und Eisessig oder verdiinnter Schwefelsiure unter Kiihlung 
(da ein betriichtliches Selbsterwiirmen eintritt) versetzt. Um das Verhalten 
méglicher Reaktionsprodukte bei den angewandten Reaktionen kennen zu 
lernen, wurden gleichzeitig Versuche mit entsprechenden reinen Priiparaten 
angestellt. Die Hydracrylsiiure habe ich aus p-Jodpropionsiiure nach J. Wis- 
licenus'), die Acrylsiiure durch trockene Destillation der §-Oxypropionsiiure 
mit PbO hergestellt.2) Fiir die Uberlassung der iibrigen Priiparate, wie auch 
fiir die bestiindige Unterstiitzung bei der Arbeit bin ich Herrn Prof.W.Gule- 
witsch zu innigem Dank verpflichtet. 


Versuch 1. 0,9 g @-Alanin, 4,2 ¢ NaNO, (= 6 Aqu.) in 
15 ccm Wasser, 12,3 cem Eisessig (=3,6 Aqu.). — Nach 24 Stunden 
wurde ein kleiner Teil der orangerot gewordenen Fliissigkeit mit 
Ammoniak alkalisiert, mit Essigsiiure angesiiuert und mit CaCl,- 
Lésung versetzt; dabei entstand kein Niederschlag, folglich fehlte 
Oxalsiiure. Ein speziell angestellter Versuch zeigte, dab Oxal- 
siiure bei obenerwihnten Bedingungen durch salpetrige Siiure 
nicht oxydiert wird. — Mit einem anderen Teil der Fliissigkeit 
wurde die Reaktion von L. Simon’*) auf Brenztraubensiiure 
mit Natriumnitroprussid und Ammoniak angestellt. Brenztrauben- 
siiure war nicht nachzuweisen. Nitrit stért die Reaktion nicht. — 
Kin dritter Teil der desaminierten Fliissigkeit wurde mit Kreide 
neutralisiert und davon */, Volum in eine mit Wasser gefiillte 
Tisschenkoflasche abdestilliert. Das Destillat bildete keinen Nieder- 
schlag mit Tollensreagens*) nach 5 Minuten langem Stehen bei 
Zimmertemperatur, es trat nur eine schwachbriiunliche Fiirbung 
ein. Das Destillat ergab auch keine Fiirbung mit fuchsin-schwet- 
liger Siure. Aldehyd war folglich nicht anwesend. Das Destillat 
enthielt keine salpetrige Siiure, deren Anwesenheit die Reaktion stért. 

Die im Kolben nach der Destillation der Aldehydfraktion 
gebliebene Fliissigkeit reduzierte Tollensreagens nicht, entfiirbte 
aber das Permanganat in Gegenwart von Soda. Die Fliissigkeit 
wurde auf Ameisensiiure®) durch Kochen mit HgCl,-Lisung 





1) Liebigs Ann. 166, 10 (1873); Diese Z. 173, 4 (1928). 

*) F. Beilstein, Liebigs Ann. 122, 372 (1862); J.Wislicenus, Liebigs 
Ann. 166, 2 (1873); A. Wéhlk, J. prakt. Chem. [2] 61, 211 (1900). 

5) C. r. Acad. Sci. 125, 535 (1897). Meine Versuche ergaben, dab 
Hydracryl-, Malon-, Oxal-, Ameisen-, Glykol-, Milch-, Glycerinsiiure und 
Acetaldehyd bei der Reaktion von L. Simon keine Fiirbung erzeugen. 

*) Ein Gemisch von gleichen Teilen 10°/,iger Silbernitratlésung in 
15°/,igem Ammoniak und 10°/,iger Natronlauge. 

’) Ameisensiiure gibt keine Fiirbung mit fuchsin-schwefliger Siiure 
und keine Reduktion des Tollensreagens bei Zimmertemperatur. 
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und NaCl [nach H. Fincke?)] gepriift, wobei sich ein weiBer 
Niederschlag bildete; nach Zufiigen von Ammoniak zu dem mit 
Wasser gewaschenen Niederschlag blieb er weiB, was die Ab- 
wesenheit der Ameisensiiure zeigt. Die Bildung des weiben Nieder- 
schlages war vermutlich durch die Anwesenheit von Hydracryl- 
siiture bedingt, welche beim Erhitzen mit Sublimat in Gegenwart 
von NaCl und NaC,H,O, einen weiben krystallinischen Nieder- 
schlag gibt, der bei Be handlung mit Ammoniak weiB bleibt. Die 
Probe auf die Ameisensiiure durch Kochen mit AgNO, ist hier 
nicht anwendbar, da die Hydracrylsiiure dabei ebenfalls die Bildung 
eines Niederschlages oder eines Silberspiegels hervorruft. — Da 
die Ameisensiiure nicht nachgewiesen war und Nitrite in Gegen- 
wart von Soda durch Permanganat nur langsam oxydiert werden”), 
lieB die momentan auftretende Entfirbung des Permanganats 
durch die Fliissigkeit die Anwesenheit von Acrylsiure ver- 
muten. Zufiigen von Soda war bei dieser Probe durchaus not- 
wendig, da die neutralen Nitritlésungen Permanganat momentan 
entfiirben. — Zum Nachweis der Milchsiiure wurde die Jodo- 
formprobe angewandt: nach einem 2 Minuten langen Stehen bei 
Zimmertemperatur und nachfolgendem Erwirmen aut 60° wihrend 
1 Minute trat nur ein schwacher Jodoformgeruch auf, es bildete sich 
aber kein Niederschlag. Milchsiiure war somitnicht nachzuweisen. *) —- 
Zum Nachweis der Malonsiure wurde die Reaktion von 8. Klee- 
mann‘) (griine Fluorescenz beim Kochen der trockenen freien 
Malonsiiure mit Essigsiiureanhydrid) angewandt, zum Nachweis 
der Glykolsiiure die Reaktion von G. Denigés®) (intensiv vio- 
lette Firbung mit Kodein oder Guajacol, gelblichgriine mit Para- 
kresol)®), Die Anwesenheit der Nitrite verhindert beide Reaktionen. 


') Z. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuBmittel 21, 1 (1911); 28, 386 (1913). 

*) Die Fiirbung einer Soda-Nitrit- Leung, die von 1 Tropfen 0,05 n- 
KMn0O, entstand, hielt sich tiber 5 Minuten unverindert. 

*) R. Engeland [Z. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuBmittel 16, 658 (1908)] 
erhielt bei der Wirkung von salpetriger Siiure auf §-Alanin ein Produkt, 
das die Farbenreaktionen der Milchsiiure ergab: Uffelmannsche Reaktion, 
Reaktion von W. Thomas [Diese Z. 50, 540 (1907)). 

4) Ber. chem. Ges. 19, 2030 (1886). 

5) Bull. Soe. chim. [4] 8, 648 (1909). 

6) Meine Beobachtungen zeigten, das Hydracryl-, Oxal-, Glykol-, Brenz- 
trauben-, Ameisen-, Glycerin-, Milchsiiure und Acetaldehyd die Reaktion 
von Kleemann nicht geben. Bei der Reaktion von Denigés mit Kodein 
geben Hydracryl-, Malon-, Oxal-, Ameisen-, Brenztrauben- und Essigsiure 
keine Fiirbung, Milchsiiure gibt eine rotbraune, Acetaldehyd eine orange 


Fiirbung. 
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Deshalb wurde die Reaktion von Kleemann nach der Entfernung 
der salpetrigen Siure durch Kochen mit NH,Cl ausgefiihrt; die 
Fliissigkeit wurde dann mit Salzsiiure stark angesiiuert, mit Ather 
extrahiert, der iitherische Auszug abgedampft und der Riickstand 
untersucht. Malonsiiure war nicht zu finden. Zur Entfernung 
des Nitrits bei der Denigésreaktion kann nur die Reduktion mittels 
Aluminium in alkalischer Lésung (NaOH) empfohlen werden.) 
Keine Glykolsiiure war nachgewiesen. 

Somit darf man nach den Ergebnissen des Versuchs 1 nur die 
Bildung von Acrylsiiure vermuten. Acetaldehyd, Oxal-, Ameisen-, 
Malon-, Glykol-, Milch- und Brenztraubensiiure sind nicht nach- 
gewlesen worden. 

Versuch 2. 4g #-Alanin, 15,2 ¢ KNO, (= etwa 4 Aqu.) 
in 28 ccm Wasser, ein Gemisch von 11,5 g H,SO, (= etwa 1,3 Aqu.) 
und 15 ccm Wasser. Zum Nachweis der Kohlensiiure wurden 
die im Reaktionskolben gebildeten Gase von einer ammoniaka- 
lischen CaCl,-Lésung*) aufgefangen. Kohlensiiure konnte nicht 
nachgewiesen werden. — Nach 24 Stunden wurde die desaminierte 
schwach gelbe Fliissigkeit mit Soda neutralisiert, wobei die 
Fliissigkeit eine orange Fiirbung annahm. Ein Drittel der Fliissig- 
keit wurde in eine Wasser enthaltende Tisschenkoflasche abdestil- 
liert. Das Destillat reagierte neutral gegen Lackmus, enthielt 
keine salpetrige Siiure, erzeugte binnen einer Minute eine schwach 
Rosafiirbung der fuchsinschwefligen Siiure; mit Tollensreagens bel 
Zimmertemperatur trat eine Briunung auf und nach 5 Minuten 
bildete sich ein kleiner schwarzer Niederschlag; bei der Aldehyd- 
reaktion von L. Lewin’) (mit Natriumnitroprussid und Piperidin) 
wurde eine bald verschwindende schwach violette Fiirbung erhalten; 

1) Nach der Zerst6rung der salpetrigen Siiure mittels Harnstoff oder 
Ammoniumsulfat entstehen bei der Denigésschen Probe sogar bei Ab- 
wesenheit der Glykolsiiure Fiirbungen verschiedener Nuancen, obgleich die 
Fliissigkeit Jodstiirkekleister nicht mehr bliiut. 

2) F. Treadwell, [Quantitative Analyse, S. 821 (1922)] empfiehlt zum 
Nachweis der Kohlensiure in Gegenwart von SO, ammoniakalische CaCl,- 
Lésung, die mindestens vor einem Monate bereitet worden ist. Man mub 
aber die hemmende Wirkung dieser Lisung auf die Entstehung des Kar- 
bonatniederschlages beriicksichtigen: so entstand ein Niederschlag erst 
nach 11 Minuten beim Durchleiten des CO,-Stromes in eine ammoniakalische 
CaCl,-Lisung, dagegen bildete sich ein Niederschlag beim Zufiigen zur 
Mischung einer wiibrigen Barytlésung schon nach 3'/, Minuten, wiihrend Baryt- 
lésung allein sofort einen Niederschlag erzeugte. Diese Erscheinungen kiénnen, 
méglicherweise, auf die Bildung der Carbaminsiiure zuriickgefiihrt werden. 
3) Ber. chem. Ges. 32, 3389 (1899). 
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die Acetaldehydreaktion von B. v. Bitto!) fiel negativ aus. Somit 
waren nur Spuren von Aldehyd in der zu untersuchenden 
Fliissigkeit festgestellt worden. 

Die im Kolben nach dem Abdestillieren des Aldehyds ge- 
bliebene Fliissigkeit zeigte folgende Kigenschaften: 1. mit Tollens- 
reagens entstand sofort eine Briiunung, nach 2—3 Minuten bildete 
sich ein Niederschlag und endlich entstand beim Stehen ein Silber- 
spiegel; 2. beim Kochen mit Sublimatlésung bildete sich ein 
gelblicher Niederschlag, der nach Zufiigen von Ammoniak schwarz 
wurde; die Aldehydreaktion von L. Lewin gab keine violette 
Fiirbung. Um sich von der vollstiindigen Entfernung des Aldehyds zu 
iiberzeugen wurde die Fliissigkeit mit 15 com Wasser versetzt und !/, 
derselben abdestilliert. Das Destillat reagierte gegen Lackmus neutral, 
erzeugte keine Rétung der fuchsinschwefligen Siure, keine Briiu- 
nung des ‘lollensreagens (bei einem 5 Minuten langen Stehen bei 
Zimmertemperatur). Das reduzierende Vermégen des Riickstandes 
im Kolben blieb unverindert. Man konnte die Anwesenheit 
kleiner Mengen Aldehydsiiure vermuten. Doch blieb die Be- 
miihung, dieselbe in Form des Semicarbazons, Phenylhydrazons 
oder p-Nitrophenylhydrazons zu isolieren, erfolglos. Oxalsiure 
(Zusatz einer gesiittigten CaSO,-Lisung zur neutralisierten Fliissig- 
keit), Malonsiiure (Reaktion von Kleemann), Brenztrauben- 
siiure (Reaktion von Simon), Glykolsiiure (Reaktion von Deni- 
ges), Milchsiure [Reaktion von Denigés]?) — rote Farbung 
mit Guajacol resp. Kodein) waren nicht nachgewiesen. Zum Nach- 
weis der Tartron- und Glycerinsiiure wurde die Reaktion 
von Denigés*) mit Resorcin bei 160° angestellt, wobei eine rosa- 
violette Fiirbung entstand. Diese Reaktion ist aber wenig zu- 
verliissig, da z. B. auch Glykolsiiure diese Reaktion mit intensiv 
kirschroter Farbe gibt. 

Ein Teil der neutralisierten Fliissigkeit, von der der Aldehyd 
abdestilliert war, wurde bis zur Trockne auf dem Wasserbade 
eingedampft und mit dem Riickstande die Kakodylprobe ange- 
stellt — Essigsiiure war nicht nachzuweisen. — Die Aldehyd- 
freie Fliissigkeit wurde zur Oxydation der Aldehydsiiure mit 
einem UberschuB von frischgefiilltem Silberoxyd am Riickflub- 
kiihler 1 Stunde lang gekocht. Die abfiltrierte Fliissigkeit 
briiunte nicht das Tollensreagens beim Stehen bei Zimmer- 


1) Liebigs Ann. 267, 376 (1891). 
*) Annales de chimie et de physique [8] 18, 178 (1909). 
8) Ibid, S. 181. 























Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 901 


temperatur binnen 5 Minuten. Ag wurde aus der Fliissigkeit 
mittels Salzsiure entfernt und das Filtrat mit Soda alkalisiert; 
die so behandelte Fliissigkeit entfiirbte momentan betriichtliche 
Mengen tropfenweise addierten Permanganats (1 cem der Fliissig- 
keit entfirbte etwa 0,7 com 0,05 m-KMnO,). Diese Proben deu- 
teten auf die mégliche Anwesenheit von Acrylsiure. Malon- 
siure, die bei der Oxydation durch Silberoxyd aus Formyl- 
essigsiure, und Oxalsiiure, die aus Glyoxylsiure entstehen 
konnten, waren nicht nachzuweisen. 

Aus dem Versuche 2 konnte man die Anwesenheit der 
Acrylsiiure, Spuren von Aldehyd und Aldehydsiure (?) ver- 
muten. Oxal-, Brenztrauben-, Malon-, Glykol-, Milch-, Essig- 
und Kohlensiure konnten nicht nachgewiesen werden. 

Die beiden Versuche lieBen somit die Entstehung der Acryl- 
siure bei der Desaminierung des f-Alanins vermuten. Zum 
Nachweis der Acrylsiiure schien es zweckmiibig, dieselbe in 
Form der Dibrompropionsiiure zu isolieren. Da bei der Ein- 
wirkung von Brom in wiBriger Liésung eine partielle Oxydation 
der Acrylsiiure stattfinden konnte und der Ubergang der Hydra- 
crylsiure in Acrylsiiure nicht ausgeschlossen werden konnte, 
muBte die Reaktion in wasserfreier Lisung (Benzol, Chloroform) 
vorgenommen werden. Die salpetrige Siiure sollte durch CO,- 
strom entfernt werden. 


Vorerst muBte die Fliichtigkeit der Acrylsiiure beim CO,-Durchleiten 
bestimmt werden; durch ein Gemisch von 10 cem einer wiBrigen Acry]- 
siiurelésung (die 21,45 ccm 0,1 n-Bromlésung zu binden vermag) und 0,2 ccm 
25 °/, H,SO, wurde 1°/, Stunde ein CO,-Strom (mit KMnO, und H,SO, ge- 
waschen) geleitet; die Fliissigkeit hatte 20,67ccem 0,1 n-Bromlésung ge- 
bunden = 96,4 °/,; das Defizit betrug nur 3,6°/). 


Versuch 3. 6,33 g f-Alanin in 10 ccm Wasser. 24,2 ¢g 
KNO,(= 4 Aqu.) in 33 com Wasser, 18,5 g H,SO,(= 1,3 Aqu.) in 
20 com Wasser. Nach 24 Stunden wurde 2 Stunden lang CO, 
zur Entfernung der salpetrigen Siiure durchgeleitet. Die Fliissig- 
keit erwies eine schwache Bliuung des Jodstiirkekleisters. 

2ccm der Fliissigkeit wurden auf Oxalsiiure gepriift: ge- 
siittigte CaSO,-Lésung und dann Natriumacetatlésung bis zum 
Verschwinden der sauren Reaktion gegen Kongo wurden der 
zu untersuchenden Fliissigkeit zugesetzt — die Probe fiel negativ aus. 

Die iibrige zu untersuchende gegen Kongo saure Fliissigkeit 
(108 ecem) wurde in einen Scheidetrichter gebracht und mit 700 ccm 
Chloroform wiederholt ausgeschiittelt (85 mal mit je 20 ccm). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. 14 
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Der Auszug war neutral gegen Kongo, bliiute den Jodstiirke- 
kleister; die Fliissigkeit wurde mit Natriumsulfat getrocknet. 
Nach 8 Tagen wurde dazu eine Loésung entwiisserten Broms im 
trocknen Chloroform bis zur Orangefiirbung des Auszugs zugesetzt. 
Keine Entfiirbung war zu bemerken. Nach 1 Stunde wurde die 
Chloroformlésung im Vakuum bei Zimmertemperatur verdampft, 
der krystallinische Riickstand mit wenig trocknem Benzol extra- 
hiert, die gelbe Lésung filtriert. Beim Verdunsten des Lisungs- 
mittels wurden farblose Krystalle ausgeschieden. Sie wurden auf 
Filtrierpapier gebracht, iiber Nacht liegen gelassen. Es wurden 
0,4 ¢ trockne Substanz erhalten. Die Krystalle wurden im wasser- 
freien Ather gelést, die Lésung filtriert, die gebildeten Krystalle 
mit Filtrierpapier abgepreBt und im Vakuumexsiccator  iiber 
Schwefelsiiure getrocknet. Schmelzp. 66,5—67,0°. Die aus der 
Mutterlauge ausgeschiedenen Krystalle wurden wie die erste 
Portion bearbeitet. Schmelzp. 64,5—65,5°. Schmelzpunkt der 
3. Portion 67—67,5° Beim Uberhitzen (im Apparate zur Schmelz- 
punktsbestimmung, der voraus bis auf 120° erwirmt wurde) zer- 
setzte sich die Substanz bei 164—166°. Fir den Schmelzpunkt 
der @,f-Dibrompropionsiiure sind von verschiedenen Autoren ver- 
schiedene Zahlen angegeben: 62,5—63,5°[Caspary und Tollens?)]; 
64—65° [B. Tollens’)]; 65—70° [C. Friedel und V. Machuca’)]; 
EK. Linnemann und Penl*) geben an, daB abgesehen von der 
bei 63—64° schmelzenden stabilen Form noch eine unstabile 
Form der Dibrompropionsiiure existiert, welche sich beim Er- 
wirmen der stabilen Form oberhalb des Schmelzpunktes bildet 
und bei 51° schmilzt. Die zu untersuchende Substanz konnte in 
unstabiler Form nicht erhalten werden. Obwohl die Substanz 
dem Schmelzpunkte nach als die erwartete «,8-Dibrompropion- 
siiure angesehen werden konnte, enthielt sie kein Halogen bei 
der Analyse nach dem Verfahren von A. Stepanow.*®) Dem 
Schmelzpunkte nach konnte die erhaltene Substanz #-Nitro- 
propionsiiure sein, fiir die der Schmelzp. 66—67°, der Zer- 
setzungspunkt bei etwa 160° angegeben ist [J. Lewkowitsch)]. 
In der Tat war die Substanz stickstoffhaltig. Zur Nitrogruppe- 


1) Liebigs Ann. 167, 256 (1873). 

*) Ber. chem. Ges. 8, 1452 (1875). 

8) Liebigs Ann. Splbd. 2, 72 (1862—63). 

4) Ber. chem. Ges. 8, 1098 (1875). 

5) J. Russ. Physik. Chem. Ges. 37, 14 (19085). 

*) J. prakt. Chem. [2] 20, 169 (1879); Z. physik. Chem. 10, 652 (1890). 
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bestimmung wurde die Methode von H. Limprecht?) und J. Lew- 
kowitsch (a. a. 0.) angewandt, welche sich auf die Reduktion 
der Nitrogruppe zur Aminogruppe mittels Stannochlorid und auf 
die jodometrische Bestimmung der Menge des oxydierten Zinns 
griindet. 

Die Reaktion wurde im geschmolzenen Rohre bei 2 stiindigem Er- 
hitzen bis auf 120—127° mit SnCl,-Lésung ausgefiihrt (1 cem der SnCl,- 
Lésung entsprach 13,60 cem 0,1 n-Jodlésung). 0,0381 g Substanz wurden 
mit 10 cem der SnCl,-Lésung erwiirmt, dann wurde die Fliissigkeit mit 
Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 50 cem der Fliissigkeit entsprachen 59,06 cem 
0,1 n-Jodlésung. 136,0—118,12 = 17,88 ccm 0,1-Jodlésung.’) 

C,H,O,N (119,0) Ber. N 11,8°/, Gef. N 11,0°),. 
Die fiir die Analyse angewandte Menge war zu klein, um genauere 
Resultate zu liefern. 


Mit der Substanz wurde die Liebermannsche Probe auf 
Nitrosogruppe angestellt: ein kleines Stiickchen der Substanz 
wurde mit 0,75 cem geschmolzenem Phenol und 0,25 ccm kon- 
zentrierter H,SO, bis zum beginnenden Sieden erwiirmt, nach 
dem Erkalten wurde die Fliissigkeit mit 2 Volum Wasser ver- 
setzt und mit Kalilauge alkalisiert — die Fliissigkeit blieb farb- 
los. Die Substanz enthielt keine Nitrosogruppe. 

Somit konnte man eine direkte Anlagerung der salpetrigen 
Siure an die Doppelbindung der Acrylsiiure vermuten’): 

CH,=CH-COOH + HNO,=CH,-CH,-COOH 
NO, 

Es ist nun ersichtlich, daB das Defizit, welches bei der Be- 
stimmung des #-Alanins und des Carnosins nach der im Anfange 
der Abhandlung erwihnten Methode beobachtet wurde, tatsiich- 
lich durch die Bildung (bei der Desaminierung) der ungesiittigten 
Siure und deren weiteren Umwandlung bedingt ist. 

In der angegebenen Methode wurde die Entfernung der 
salpetrigen Siure durch Reduktion mit Aluminium bei alkalischer 
Reaktion ausgefiihrt. Direkte Versuche zeigten, dab die Acryl- 
siure unter diesen Verhiiltnissen veriindert wird. 





1) Ber. chem. Ges. 11, 40 (1878). 

7) 1 cem 0,1 n-Jodlésung = 0,0002335 g N in Form von NO,. 

*) Es sei hier bemerkt, daf in den wiiBrigen Liésungen der salpetrigen 
Sdéure immer auch die Salpetersiiure vorhanden ist, da die umkehrbare 
Umwandlung nach dem Schema 3 HNO, +2 NO + HNO, + H,O stattfindet. 
Man muB auch die Méglichkeit der Oxydation der Nitrosoverbindung zu 
Nitroverbindung in Betracht ziehen. 


14* 
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Zu 5 ccm einer wiBrigen Acrylsiurelisung, die 11,01 cem 0,1 n-Brom- 
lisung zu binden vermag, wurden in einem Kjeldahlkolben 25 cem Wasser, 
5 cem konzentrierte Kalilauge und 0,5 g kleinzerschnittenes Aluminiumblech 
zugesetzt und bei Zimmertemperatur 26 Stunden lang stehen gelassen. Dann 
wurde im Wasserbade noch 2'/, Stunden lang bei 37° bis zum vollstin- 
digen Lisen des Aluminiums erwiirmt. Die mit 25°), H,SO, gegen Kongo 
schwach angesiiuerte Fliissigkeit verbrauchte nur um 0,26 ccm mehr 0,1n- 
Bromlésung als reines Wasser. 


Auber der Reduktion der Acrylsiiure konnte hier auch ihre 
Veriinderung durch die Lauge?) stattfinden. 

Um die schiidliche Wirkung der Reduktion sowie der Lauge 
bei der Entfernung der salpetrigen Siiure zu vermeiden, benutzte ich 
die Esterifizierungsmethode von W.Fischer und A.Schmidt¥), 
die von den genannten Autoren zur quantitativen Bestimmung 
und Trennung der salpetrigen Siiure angewandt wurde. Die Ent- 
fernung der salpetrigen Siiure nach der Esterifizierungsmethode 
kann sehr empfohlen werden, da sie viel schneller und bequemer 
als die Reduktion mittels Al + NaOH zum Ziele fiibrt. 


0,1080 g Carnosin in 8 cem Wasser (die Luft durch CO,-Strom ver- 
driingt), 0,1360 g NaNO, (= 4,1 Aqu. fiir eine NH,-Gruppe berechnet) in 
5,5 cem Wasser, 0,6 cem Eisessig. Nach 24 Stunden wurde die Filiissigkeit 
mit 5 cem Eisessig und 17 cem Methylalkohol versetzt und ein CO,-Strom 
1 Stunde lang durchgeleitet. Ein Tropfen der Fliissigkeit, mit H,SO, an- 
gesiiuert, erzeugte keine Bliiuung des Jodstiirkekleisters. Am nichsten Tage 
wurde die Fliissigkeit in einem Claisenschen Kolben mit Glasschliff im 
Vakuum bei 37° bis zur Trockne eingedampft und nach Zusatz von 160 cem 
50 °/,iger Schwefelsiiure abdestilliert. 600 ccm des Destillates haben 8,29 cem 
0,1 n-Bromlésung gebunden = 86,8 °,. 


Aus diesem Versuche ist es ersichtlich, daB das Defizit auch 
hier dasselbe wie bei friiheren Versuchen geblieben ist.*) 


1) Ed. Linnemann, [Liebigs Ann. 171, 291 (1874); Ber. chem. Ges. 
8, 1095 (1875)] gibt an, daB die Acrylsiiure bei der Einwirkung von wiB- 
riger Kalilauge beim Erhitzen im kochenden Wasserbade schnell ver- 
schwindet; dabei wird scheinbar die $-Oxysiiure gebildet. — Caspary 
und Tollens (Liebigs Ann. 167, 257 (1873)] geben an, daB bei der Ein- 
wirkung von Zn + H,SO, die Acrylsiiure nicht reduziert wird. Das konnte 
ich nicht bestiitigen: bei der Einwirkung bei Zimmertemperatur von 2,3 g 
Zink und 18 ccm 25°/,iger H,SO, auf 35 ccm wibriger Acrylsiurelésung 
(die 11,02 cem 0,1 n-Bromlésung zu binden vermag), konnte man (nachdem 
alles Zink gelést war) nur 8,2°/, der urspriinglichen Menge Acrylsiiure 
nachweisen. 

*) Z. anorg. u. all. Chem. 179, 332 (1929). 

3) Vgl. Diese Z. 173, 13 (1928). 


























Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXXI. Mitteilung. 


II. Zur Methodik der quantitativen Carnosinbestimmung. 


Von 


L. Broude. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1932.) 


In der XXVII. Mitteilung’) habe ich den Versuch einer 
quantitativen Carnosinbestimmung mitgeteilt, der sich auf einer 
Uberfiihrung des im Carnosinmolekiil vorhandenen #-Alaninrestes 
in Hydracrylsiure, dann in Acrylsiure und auf einer Bestimmung 
der an die Doppelbindung derselben gebundenen Brommenge 
griindete. Dabei wurde ein bestindiges Defizit von 13—14°/, 
erhalten; 4°/, macht das Defizit aus, welches immer bei der 
Doppelbindungsbestimmung durch die Messung der Brommenge 
entsteht, die an die aus Hydracrylsiiure gebildete Acrylsiiure ge- 
bunden ist’); die iibrigen 9—10°/, sind anscheinend’) auf die 
Bildung einer ungesittigten Siiure, welche bei der weiteren Be- 
arbeitung veraindert wird und der Analyse entgeht, zuriickzufiihren. 

Dieser letzte Teil des Defizits konnte jetzt dadurch beseitigt 
werden, daB zur Zerstérung von iiberschiissiger salpetriger Siiure 
Aminosulfonsiure*) angewandt wurde, welche aus _ salzsaurem 
Hydroxylamin nach EK. Divers u. T. Haga) synthetisiert wurde. 
Die erhaltenen Krystalle wurden durch 1 maliges Umkrystalli- 
sieren aus heifem Wasser gereinigt. Die Substanz, welche in 
einen auf 150° vorgewirmten Apparat zur Schmelzpunktsbestim- 
mung gebracht wurde, schmolz unter teilweiser Zersetzung bei 
206—207° (P. Baumgarten’) gibt den Schmelzp. 205°, 206° an). 


1) Diese Z. 173, 1 (1928). 
*) Diese Z. 173, 5 (1928). 
3) Diese Z. 212, 196 (1932). 
4) E. Baumgarten u. J. Marggraff, Ber. chem. Ges. 63, 1019 (1930). 
5) J. chem. Soc. Lond. 69, 1634 (1896). 

*) Ber. chem. Ges. 59, 1976 (1926). 
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Versuch I.') 0,1868g Carnosin in 9ccm Wasser (die Luft durch Kohlen- 
dioxyd verdringt), 5 ccm 2,7 °/,iger Natriumnitritlésung (0,135 g NaNO, = 
3,2 Aqu., fiir eine NH,- -Gruppe berechnet), 0,4 ccm Eisessig. Nach 24 Stunden 
wurde die Flissigkeit 5 Minuten lang gut durchgeschiittelt und ein CQ,- 
Strom 1 Stunde lang durchgeleitet. Die Fliissigkeit wurde dann mit BaCO, 
neutralisiert und mit einer Lésung von 0,43 g NH,-SO,H in 20 cem Wasser 
versetzt. Nach 5 Minuten wurde die Fliissigkeit einige Minuten gut durch- 
geschiittelt. 1 Tropfen derselben, mit H,SO, angesiuert, erzeugte eine 
sehr schwache violette Firbung des Jodstiirkekleisters. Dann wurde noch 
eine Lésung von 0,1 g NH,-SO,H in 5 ccm Wasser der Fliissigkeit zu- 
gesetzt, welche dann nicht mehr eine Bliuung des Jodstirkekleisters er- 
zeugte. Die Lésung wurde in einen Claisenschen Kolben mit Glasschliffen 
gebracht, mit einem gleichen Volumen (92 ccm) konzentrierter Schwefel- 
siiure versetzt und nach Zusatz eines kleinen Léffels Talkum abdestilliert. 
Das Fliissigkeitsniveau in dem Kolben wurde durch Zutropfen von Wasser 
konstant auf derselben Hohe gehalten. 600ccm des Destillats haben 23,28 ccm 
0,05 n-Bromlésung gebunden = 96,2 °/,. 

Versuch II wurde bei denselben Bedingungen mit 0,1364 g Carnosin 
ausgefiihrt. Die salpetrige Siiure wurde durch Zufiigen von Aminosulfonsiure 
zu der mit BaCO, neutralisierten Fliissigkeit zerstért (0,4 g NH,-SO,H in 
20 cem Wasser, dann 2 mal je 0,1 g NH,-SO,H in 5 cem Wasser, bis die 
Fliissigkeit keine Bliiuung des Jodstiirkekleisters mehr erzeugte). 600 ccm 
des Destillates haben 23,06 ccm 0,05 n-Bromliésung gebunden = 95,6 °/,. 


Nach diesem Verfahren werden somit 96 °/, der angewandten 
Carnosinmenge ermittelt. In Anbetracht der Doppelbindungs- 
bestimmung durch die Messung der gebundenen Brommenge, die 
96°/, der theoretischen Doppelbindungsmenge ermitteln 1aBt, 
kann das Verfahren fiir die reinen wiSrigen Lésungen des Carnosins 
als hinreichend genau angesehen werden. Zur Bestimmung des 
wahren Carnosingehaltes ist es somit nétig, zu der aufgefundenen 
Carnosinmenge noch 4,2°/, zu addieren. 1 ccm 0,05 n-Thiosulfat- 
lésung entspricht mit dieser Korrektur 0,0058910 g Carnosin. 

Gegenwiirtig werden Versuche zur Carnosinbestimmung nach 
diesem Verfahren mit Fleischextrakt angestellt. 


Herrn Prof. Dr. W1. Gulewitsch bin ich fiir seine mannig- 
faltigen Ratschlige zu groBem Dank verpflichtet. 


') Die Beschreibung der Methode vgl. Diese Z. 173, 14 (1928). 



































Uber das optische Verhalten der Katalase. 


4. Mitteilung tiber Katalase.?) 
Von 
Kurt G. Stern. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstitutes 
am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin). 


(Der Redaktion zugegangen am 14. September 1932.) 


Hochgereinigte Katalasepriiparate tierischer wie pflanzlicher 
Herkunft zeigen im Sichtbaren ein Absorptionsspektrum vom 
Typus des alkalischen Hiimatins, das nach den Untersuchungen 
von K. Zeile und H. Hellstrém*) dem Enzym selbst zu- 
zuschreiben ist. Da wir von einem weiteren Studium der op- 
tischen Eigenschaften der Katalase niihere Aufschliisse, insbesondere 
iiber die Natur des mit der prosthetischen Himingruppe ver- 
kniipften kolloiden Triigers des Enzyms erwarteten, haben wir 
weitgehend gereinigte Enzymlésungen (aus Pferdeleber und aus 
Kiirbiskeimlingen) der Spektralanalyse im ultravioletten Gebiet, 
der Luminescenzanalyse im filtrierten Ultraviolett und anderen 
optischen Priifungen unterzogen. 

Das Absorptionsspektrum gereinigter Leberkatalaselésungen 
weist im Ultraviolett eine Bande zwischen 243 und 302 uu mit 
dem Schwerpunkt bei 260 wu auf. Die Endabsorption liegt bei 
236 wu. Eine gereinigte Lésung von Kiirbiskatalase weist in 
dem gleichen Gebiet keine ausgepriigte Absorptionsbande auf, 
sondern eine bereits bei 334 uu einsetzende Endabsorption. Zum 
Vergleich sei bemerkt, daB auch die Endabsorption in gereinigten 
Lésungen pflanzlicher Peroxydase bei 340 wu einsetzt [R. Kuhn, 
D. B. Hand und M. Florkin’*)] und daB die Kohlenoxyd- 


verbindung des Atinungsfermentes im Ultraviolett 2 Absorptions- 





1) 3. Mitteilung vgl. Diese Z. 209, 176 (1932). 
*) Diese Z. 192, 171 (1930); 195, 39 (1931). 
*) Diese Z. 201, 255 (1931). 
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banden — 06:356 ww und ¢:283 wu — aufweist [0. Warburg, 
F. Kubowitz und E., Haas?)}, Da reines Himin unterhalb 
300 wu keine Absorptionsbande besitzt, wihrend bei Einfiihrung 
eines N-haltigen Paarlings (Verwandlung in Pyridinhimochromogen) 
bei 300 wu eine steile Endabsorption auftritt?), und da bekannt 
ist, daf eine Reihe von Proteinen und Aminosiuren in dem 
unterhalb 300 uu gelegenen Bereich des Spektrums selektive Ab- 
sorption zeigt’), ist wohl anzunehmen, da fiir die Ultraviolett- 
absorption der 3 Fermenthimine ihr kolloider Triiger, der hichst- 
wahrscheinlich proteinartiger Natur ist, verantwortlich ist. (In 
den von uns untersuchten Katalasepriiparaten waren noch andere 
Proteine als Begleitstoffe enthalten. Der Beweis, daB der Triger 
der Katalase ein hochmolekularer Ampholyt [Protein] ist, wird 
in der niichsten Mitteilung gefiihrt.) 

Wir haben die Beobachtung gemacht, daB tierische und 
ptlanzliche Katalasepriiparate verschiedenen Reinheitsgrades bei 
Kinstrahlung gefilterten Ultraviolettlichts (von 300 bis etwa 400 py) 
intensiv mit griiner Farbung fluorescieren, deren Farbton etwas 
mit den Priiparaten variiert. Das Fluorescenzspektrum eines ge- 
reinigten Priiparates aus Pferdeleber (k = 578,5) konnte photo- 
graphisch aufgenommen werden. Es weist ein breites Emissions- 
maximum im Griin zwischen 538 und 562 wu auf. Die Emission 
endet diffus auf der einen Seite bei 423 und auf der anderen 
Seite bei 590 wu. Chemische und physikalische Faktoren, die 
die enzymatische Aktivitiit irreversibel schiidigen (Schwefelsiiure, 
Mercurichlorid, Natriumcyanid, Erhitzen) bewirken auch eine Farb- 
und Intensitiitsiinderung der Fluorescenz (Verschiebung nach Blau), 
wiihrend Faktoren, die die Katalase nicht schiidigen bzw. rever- 
sibel hemmen (Urethan, Harnstoff, Abkiihlung) die Fluorescenz 
nicht merklich beeintlussen. 

Selbst eine liingere Bestrahlung der Katalaselésung mit der 
filtrierten (Woodschen) Quecksilberstrahlung bewirkt weder einen 
Umschlag der Fluorescenzfarbe noch eine Schidigung der enzy- 
matischen Aktivitit. Wird jedoch das Nickeloxydfilter entfernt, 
so tritt trotz Ausschaltung einer Hitzeinaktivierung bereits nach 
wenigen Minuten eine rasche Desaktivierung des Enzyms ein. 
Hiermit ist eine Anderung der Fluorescenzfarbe von Gelbgriin 





1) Vgl. z. B. Referat in Naturw. 20, 469 (1932). 
%) R. Kuhn, D. B. Hand und H. Florkin, Diese Z. 201, 255 (1981). 
’) Vgl. zB. H.Guthmann, K. Schwerin u. F. Staihler, Strahlen- 


therapie 39, 401 (1931). 
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nach Blaugriin, sowie eine makroskopische Triibung (Protein- 
flockung) verbunden. Wir haben die Kataphorese des griinlich 
luminescierenden Kérpers untersucht und finden eine isoelektrische 
Zone zwischen p,, 5,7 und 5,4, also im Bereich des isoelektrischen 
Punktes des Enzyms (p,, 5,58).1) Diese Feststellungen im Verein 
mit der Tatsache, da8 Proteine in dem in Frage kommenden Spek- 
tralbereich eine ausgesprochene Fluorescenz zeigen [H. Stiibel?)], 
machen es wahrscheinlich, da8 Triiger der Fluorescenz in den 
Katalaselésungen Proteine sind, unter denen sich unter anderem 
das Triigerprotein des Enzyms betindet. In diesem Zusammen- 
hange ist es von Interesse, daB die Analyse der Kiweibfraktionen 
in gereinigter Leber- und Kiirbiskatalaselésung eine weitgehende 
Ahnlichkeit des Verhiiltnisses Gesamt-N/NichteiweiB-N sowie des 
Albumin /Globulinquotienten trotz verschiedener absoluter Stick- 
stoffkonzentration ergab. 

Tierische wie pflanzliche Katalasepriiparate zeigen unter den 
Bedingungen der Herstellung (schwach alkalische Reaktion infolge 
Elution des Tricalciumphosphatadsorbates mittels sekundiirer 
Natriumphosphatlésung) bekanntlich eine gelbliche bis briiunliche 
Fiirbung. In gréBerer Schichtdicke zeigen sie eine rétliche Farbe. 
Die Tiefe der Firbung scheint dem Enzymgehalt der Priiparate 
zu entsprechen. Bei Verschiebung des p,, der Knzymlésung nach 
der sauern Seite nimmt die Farbtiefe allmahlich ab, um bei p,, 5 
nach kurzer Zeit kaum mehr wahrnehmbar zu sein. Auch die 
enzymatische Aktivitit pflegt bei diesem p, nach kurzem Stehen 
zu erléschen. Beide Anderungen sind irreversibel. Fiir einen 
ursichlichen Zusammenhang zwischen dem sichtbaren Farbstoff 
und dem Enzym spricht auch der Umstand, daB der Farbstoff 
ein ihnliches kataphoretisches Verhalten wie das Enzym selbst 
zeigt: Die isoelektrische Zone liegt, soweit dies infolge der starken 
Abnahme der Farbtiefe in diesem Gebiet feststellbar war, zwischen 
Py 9,7 und 5,4. 


Experimenteller Teil. 


I. Enzympraparate. Katalase aus Pferdeleber.*) 1000 g Brei 
aus frischer Pferdeleber 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 1000 ccm Aq. dest. 
digeriert, durch Gaze koliert, nach Abkiihlen mit 500 cem 96°/,igem Alkohol 
gefillt. Restlésung nach dem Zentrifugieren mit 250 cem Alkohol + 250 ccm 





1) K. G. Stern, Diese Z. 208, 86 (1932). 

*) Pfliigers Arch. 142, 1 (1911). 

8) Nach der Vorschrift von K. Zeile u. H. Hellstrém, Diese Z. 192, 
171 (1980); 195, 39 (1931). 
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Chloroform versetzt, anteilweise im Scheidetrichter geschiittelt und vom 
Chloroform und dem Niederschlag abzentrifugiert. Gelbe Lésung mit 300 ccm 
$ °/,iger Tricalciumphosphatsuspension vermischt, zentrifugiert, Restlésung 
nochmals mit 200 ecm der Suspension versetzt und die vereinigten Adsor- 
bate iiber Nacht im Kiihlschrank mit 125 eem 1°/, iger sekundiirer Natrium- 
phosphatlésung eluiert. Gelbes Eluat nach Zentrifugieren mit festem pri- 
mirem Kaliumphosphat neutralisiert und iiber 10 cem Chloroform im Kiihl- 
schrank aufbewahrt. 

Bei einem gleichartig gewonnenen Priiparat wurde eine nochmalige 
Adsorption mit 1 ‘ricalciumphosphat und Elution mit sekundirem Phosphat 
angeschlossen, die zu einem reineren, doch bedeutend schwicher aktiven 
Enzympriiparat fiihrte. Aktivitét der erstbeschriebenen Enzymlésung betrug 
k = 578,5, der zweitgenannten, reineren Lisung k = 367,9. 

2. Katalase aus Kiirbiskeimlingen.') 100g Kiirbissamen wurden 
zwischen feucht gehaltenem Filtrierpapier bei etwa 25° etwa 10 Tage 
keimen gelassen. Von dem mindestens einige Zentimeter lange Wurzeln 
tragenden Samen wurden durch Entfernen der Samenhaut, der Schale und 
Wurzeln 41 g Kotyledonen gewonnen. Nach dem Zerkleinern mit 100 cem 
5°/, iger sekundiirer Natriumphosphatlésung angerieben und 1 Stunde unter 
Kiithlung stehen gelassen. Die beim Zentrifugieren sich bildende triibe 
Mittelschicht wurde abgesaugt (60 ccm), 9 ccm absoluter Alkohol zugegeben 
und kriiftig mit 50 cem Chloroform im Scheidetrichter geschiittelt. Die beim 
Zentrifugieren entstehende gelbliche Oberschicht wurde abgegossen, mit 1 g 
Merckscher Knochenkohle und etwas Ather geschiittelt und auf der Nutsche 
filtriert. Die klare, schwach gelbliche Lésung wurde mit festem primirem 
Kaliumphosphat ungefihr neutralisiert und von einer nach einigen Tagen 
auftretenden leichten Triibung durch Filtrieren durch Talkumschicht be- 
freit. Im Kihlschrank tiber Chloroform aufbewahrt, * = 13,65. Aus 20g 
Keimlingen der gleichen Saat (4 Tage spiiter geerntet) wurde in gleicher 
Weise ein Katalasepriiparat von etwa der doppelten Aktivitét gewonnen. 

II. Ultraviolett-Absorptionsspektren.*) Die Absorption der gerei- 
nigten Leber- und Kiirbiskatalasepriiparate im Ultraviolett wurde mit Hilfe 
eines groBen Quarzspektrographen von Fuess aufgenommen. Als Strahlen- 
quelle diente eine Wasserstoffréhre, die mit einer Belastung von etwa 100 MA 
(1300—1400 Volt Betriebsspannung) betrieben wurde. Die Schichtdicke der 
in einer Balykuvette mit Quarzfenstern enthaltenen Liésungen betrug 10 mm. 
Zur Ermittlung der zum Ausmessen geeignetsten Aufnahme wurde bei kon- 
stanter Belichtungszeit (15 Min.) die einfallende Strahlung mittels eines 
rotierenden Sektors in bekannter Weise geschwicht. Auf der gleichen Platte 
wurde fiir Vergleichszwecke das direkte Spektrum der Wasserstoffréhre, 
ferner eine 10 mm dicke Schicht Aq. dest. und endlich zur Ermittlung der 
Wellenliingen auf beiden Seiten der Absorptionsspektren das Emissions- 
spektrum einer Quarzquecksilberlampe aufgenommen. 


1) Vgl. Anmerkung 38 auf S. 209. 
*) Diese Versuche wurden in der Abteilung von Herrn Oberregierungs- 
rat Dr. Wetthauer in der Physikalisch-Technischen Reichsanstalt Berlin 
mit Hilfe von Herrn Dahlmann ausgefiihrt. Ihnen, sowie dem Herrn 
Priisidenten Professor Dr, Paschen sei auch an dieser Stelle fiir ihre 
liebenswiirdige Unterstiitzung bestens gedankt. 
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Die Fig. 1 zeigt die relative Absorptionskurve der Leberkatalaselésung 
mit einer ausgeprigten Bande zwischen 302 und 243 wu (Maximum bei 260 uu) 
und der Endabsorption von etwa 236 wu ab. Die gestrichelte Kurve ent- 
spricht der Intensititsverteilung im Spektrum der Lichtquelle, deren Inten- 
sitit bei etwa 243 uu abzunehmen beginnt, um bei etwa 215 uu (auf der 
verwendeten Plattensorte) gleich Null zu werden. Die Absorption des reinen 
Wassers ist in dieser Schichtdicke bis herab zu dem Endwert nicht er- 
heblich. ') 
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Fig. 1. Relative Absorptionskurve einer gereinigten Leberkatalaselésung in 10 mm Schicht- 
dicke. Die gestrichelte Kurve entspricht der Intensitétsverteilung im Emissionspektrum 
der Strahlenquelle (Wasserstoffréhre). 


Das Absorptionsspektrum der gereinigten Kiirbiskatalaselisung wies 
unter den gleichen Bedingungen keine Bande, sondern eine bereits bei 334 uu 
einsetzende Endabsorption auf. 


III. Luminescenzanalyse mit filtriertem Ultraviolettlicht. Simt- 
liche untersuchten Katalasepriiparate tierischer und pflanzlicher Herkunft 
zeigten bei Bestrahlung mit filtriertem Ultraviolettlicht eine ausgepriigte 
Fluorescenz von griinlichem Farbton. Als Strahlenquelle diente meist 
eine Hanauer Analysenquecksilberlampe (Hingemodell), deren Nickeloxyd- 
Schwarzfilter nach der spektralen Priifung im wesentlichen das Gebiet 
zwischen 300 und 400 uu durchlieB. Zu einigen Versuchen diente auch die 
Luminescenzanalysenlampe von Leitz’), die im wesentlichen eine Kohilen- 
bogenlampe mit automatischem Nachschub mit vorgeschaltetem Kondensor- 
system aus Uviolkronglas, Kupfersulfatkiivette und einem Nickeloxydglas- 
filter darstellt. Bei gréBerer Intensitit enthilt die gefilterte Strahlung dieser 
Lampe mehr violette Strahlen als diejenige der Hanauer Analysenlampe. 
Deshalb wurde hier meist mit doppeltem Schwarzglasfilter gearbeitet. 

Das Emissionsspektrum der Leberkatalaselésung konnte mit Hilfe eines 
Glaskleinspektrographen geringer Dispersion von Fuess’) aufgenommen 





') Wir verdanken die Ausmessung und Registrierung der Absorptions- 
kurven mittels automatisch registrierenden Mikrophotometers der Freund- 
lichkeit von Herrn Oberregierungsrat Dr. Miiller an der Physikalisch- 
Technischen Reichsanstalt Berlin. 

*) Wir danken den genannten Firmen bestens fiir die leihweise Uber- 
lassung der Apparaturen. 
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werden. Die Liésung wurde in einem kaum fluorescierenden Glaszylinder 
in 10cm Entfernung vom Filter der Analysenquarzlampe aufgestellt, der 
Spalt des Spektrographen im rechten Winkel zu der Lampe an den Glas- 
zylinder herangebracht und 20 Min. auf der Agfa-Isochromplatte belichtet. 
Das schwache Emissionsspektrum, dessen Schirfe durch die Notwendigkeit 
der weiten Offnung des Spektroskopspaltes beeintriichtigt war, wies eine 
breite Bande im Griin zwischen 538 und 562 uu auf. Das Ende der Emission 
lag bei 423 bzw. 590 uu.}) 

Qualitative Luminescenzpriifung des Leberkatalasepriparates 
unter der Analysenlampe bei Einwirkung verschiedener Faktoren: Das 
Katalasepriiparat zeigt allein eine ausgesprochen griine Fluorescenz. Bei 
Zusatz von H,SO,: Fast véllige Ausléschung der Fluorescenz; Lésung bleibt 
klar. NaOH: Wechsel der Fluorescenzfarbe nach Blau; starke Flocken- 
bildung. Filtrat zeigt weiter blaue Fluorescenz. NaCl (in gréBerer Menge 
test zugefiigt): Farbwechsel nach Bliulich-Griin. NaNO,: Kaum eine Ande- 
rung wahrnehmbar. HgCl,: Braun fluorescierender Niederschlag in griin- 
lich fluorescierender Lésung. NaCN: Wechsel nach Bliulich-Griin. H,O, 
(Perhydrol): Farbwechsel nach Hellblau (Fluorescenzfarbe des Hydroper- 
oxyds). Urethan: Kaum wahrnehmbare Anderung. Harnstoff: desgl. Kochen: 
Flockung. Gefricren in Kiltemischung: Kaum eine Anderung wahrnehmbar. 


IV. Verhalten gereinigter Leberkatalase gegen unfiltrierte und 
filtrierte Quecksilberstrahlung. 1. Effekt des filtrierten Ultra- 
violettlichts (300—400 uy). — Anordnung: 7 ccm der gereinigten Katalase- 
lésung aus Pferdeleber (k = 578,5) wurden in einer flachen Glasschale 
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Fig. 2. Effekt von unfiltriertem und filtriertem Quecksilberlicht auf Leberkatalase. 





von 7cm Durchmesser unter Bedeckung mit einer diinnen, konkav-konvexen 
Quarzlinse auf schwarzer Unterlage in 24 cm Entfernung senkrecht unter 
1) Ein Versuch, das Fluorescenzspektrum der Leberkatalaselésung im 
Priisidenten-Laboratorium der Physikalisch-Technischen Reichsanstalt mittels 
eines grofen Hilgerglasspektrographen aufzunehmen, fiihrte infolge zu ge- 
ringer Intensitit der Strahlenquelle nicht zum Ziel. Herr Prof. Ch. Dhéré- 
Freiburg (Schweiz) hat sich giitigerweise bereit erklirt, die genauere Kenn- 
zeichnung der Fluorescenzspektren der Katalasepriiparate in seinem Institut 
vornehmen zu lassen. 
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dem Filter der Analysenquarzlampe aufgestellt. Ein in der Héhe der Enzym- 
lésung angeordnetes Thermometer zeigte zu Beginn der Bestrahlung 20°, 
nach Versuchsende 21,5°. Sofort, nach 5, 10, 20 und 40 Minuten dauernder 
Bestrahlung wurden Proben von je 1 ccm entnommen und ihre katalytische 
Aktivitit in den iiblichen Spaltansiitzen nach Verdiinnen 1:200 bestimmt. 

Wie die obere Kurve in Fig. 2 zeigt, ergab sich, daB selbst nach 
40 Minuten dauernder Einstrahlung des filtrierten Ultraviolettlichtes keine 
wesentliche Inaktivierung des Enzyms eingetreten ist. 

2. Effekt des unfiltrierten Lichtes der Quecksilberlampe. — 
Anordnung: Die gleiche, wie in Versuch 1, doch wurde das Nickeloxyd- 
glasfilter fortgelassen. Die Enzymlésung wurde durch Einstellen in schmel- 
zendes Eis vor Hitzeinaktivierung geschiitzt. 

Die untere Kurve der Fig. 2 zeigt die katalytische Aktivitit der be- 
strahlten Lésung nach 0 bis 40 Minuten Bestrahlungsdauer mit dem un- 
filtrierten Licht der Quecksilberlampe. Fig. 3 gibt den Verlauf der einzelnen 
Spaltkurven wieder. Nach 40 Minuten ist demnach die enzymatische Akti- 
vitit, ausgedriickt in H,O,-Umsatz nach 15 Minuten Spaltzeit bei 0° und 
Pu 7, auf 37°/, des Ausgangswertes gesunken. 
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Fig. 3. Hydroperoxydspaltung durch Weberkatalase, nach Bestrahlung mit unfiltriertem 
Quecksilberlicht. 


V. Kataphorese des fluorescierenden Korpers und des Farbstoffs 
der gereinigten Leberkatalaselosung. — Anordnung: Es wurde die ver- 
besserte Apparatur fiir quantitative kataphoretische Versuche') benutzt, die 
bereits zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Leberkatalase ver- 
wendet worden war.*) Die Dauer der Kataphorese betrug 3—6 Stunden 


') Vgl. L. Michaelis u. P. Rona, Praktikum der physik. Chemie, 
4, Aufl., S. 125 ff. (1930). *) Diese Z. 208, 86 (1932). 
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bei 220 Volt und Raumtemperatur. Das verwendete gereinigte Leberkatalase- 
priparat besaB eine Aktivitiit von & = 825,5. Der Stromabfall pro em in 
der Apparatur betrug 6,5 Volt. 
MittelgefiB: 8 cem der Enzymlésung + 2 ccm Glyzerin + gesiittigter 
primiirer Kaliumphosphatlésung bis zur Erreichung des gewiinschten pj. 
SeitengefiiBe: 1°/, ige sekundiire Natriumphosphatlésung + gesittigter 
primiirer Kaliumphosphatlésung bis zur Einstellung des gewiinschten pg. 
Py der Mittelfliissigkeit und der Seitenfliissigkeit wurde unter elek- 
trometrischer Kontrolle auf eine Ubereinstimmung yon 1—2 mV. gebracht. 
Nach Versuchsende wurde der Inhalt der Seitenkammern in zwei enge 
Rohrchen gefiillt und die Farbe bei Durchsicht in etwa 6 em Schichtdicke, 
sowie die Fiuorescenz im doppelt filtrierten Ultraviolettlicht der Leitzlumi- 
nescenzlampe gepriift. 


























Ergebnis. 
Farbstoft Fluorescenz 
Veu.-Nt.l Pe ) a ——] Bemerkungen 
Anode | Kathode | Anode | Kathode 
1 7,6 + -- | Fluorescenz 
ieee nicht gepriift 
2 7,4 + -- griinlich | blaugriin 
3 6,7 + —- blaugriin | (griin].) 
4 6,23 + — bliulich -- 
5 5,67 + + bliul. gr. | griinlich 
6 5,40 + | + — | griinlich 
7 5,2 _ | +? — griinlich 














Anmerkung: Die Feststellung der Ergebnisse wurde dadurch erschwert, 
daB die urspriinglich (bei py 7,6) braungelbe Farbe (und ausgepriigte griine 
Fluorescenz) der Enzymlésung bei der p,,-Verschiebung nach der saueren 
Seite allmihlich tiber Gelb nach Farblos abnimmt. Bei py 5,2 ist die Fiar- 
bung der reinen Mittelfliissigkeit bereits sehr schwach, die Firbung und 
Fluorescenz der Kammerfliissigkeiten hier nur schwer feststellbar. Die Farb- 
iinderung ist irreversibel: Alkalisierung der Lésung mit 0,1 n-NaOH bewirkt 
keine Riickkehr der Farbe. 


VI. N-Gehalt und Eiwei®fraktionen in einem gereinigten Kata- 
lasepraparat aus Pferdeleber bzw. aus Kiirbiskeimlingen. Mikro- 
N-Bestimmung nach Kjeldahl. Fraktionierung ebenso wie bei der Auf- 
nahme des BluteiweiBbildes durchgefiihrt. 




















Leberkatalase II Kiirbiskatalase II 
in °/o in °/, 
Gesamt-N ..... 0,026 0,080 
Ret-N ...... 0,011 0,032 
Albumin-N .... . 0,017 0,030 
Globulin-N . . .. . 0,006 0,011 


Bei verschiedenem absolutem N-Gehalt der Priparate ist das Verhiilt- 
nis Gesamt-N Rest-N sowie Albumin-N/Globulin-N hier ein sehr dhnliches. 








